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Das Tau-Protein ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein und kommt im zentralen Nerven-
system (ZNS) und im peripheren Nervensystem (PNS) vor. Die Hyperphosphorylierung und 
Aggregation des Tau-Proteins ist eine der zentralen Pathologien bei der Entstehung der 
Alzheimerschen Erkrankung (AD). Die AD ist die häufigste Form der progressiven Demenz 
und eine der häufigsten neuro-degenerativen Erkrankungen.  
Gegenstand dieser Arbeit ist die Kartierung der nicht-neuronalen Gewebe, die Tau-Protein 
enthalten können.  
Mit diesem Ziel wurden in den unterschiedlichen Geweben mit den Methoden Sandwich-
ELISA, Immunhistochemie und RT-PCR auf die Tau-Menge quantifiziert, alternatives Spleißen 
untersucht und die Zelltyp-spezifische Expression detektiert.  
So konnte eine Liste der Gewebe, die Tau-Protein enthalten erstellt werden. Eine immun-
histochemische Markierung erfolgte jeweils in den drei Geweben mit dem höchsten Anteil 
an Tau-Protein. Hier ließ sich das Protein vorrangig in Nervenfasern darstellen.  
Durch RT-PCR wurde eine Isoformen-Analyse erstellt. Dabei wurde ein ähnliches Muster wie 
im ZNS festgestellt mit zusätzlicher Expression des „Big-Tau“ Exons 4a sowie einer weiteren 
Spleiß-Isoform mit Inklusion des Exon 8, welches bisher nur im Rind und im Rhesus-Affen 






2.1 Die Alzheimersche Erkrankung 
2.1.1 Historie der Alzheimerschen Erkrankung 
Alois Alzheimer, der ab 1903 Leiter der Anatomie der Psychiatrischen Klinik in München war, 
stellte im Jahre 1906 auf der Tübinger Konferenz nordwestdeutscher Psychiater den Fall der 
Auguste D. vor. Er beschrieb die klinische Symptomatik und die neuropathologischen Ver-
änderungen im Gehirn der im selben Jahr verstorbenen Frau. Sie war 1901, im Alter von 51 
Jahren von Alzheimer auf der psychiatrischen Station in Frankfurt am Main untersucht 
worden. Der Ehemann der Auguste D. hatte zuvor zunehmende Veränderungen in der 
Persönlichkeit seiner Frau, Gedächtnisschwäche und Beeinträchtigungen im psychosozialen 
Verhalten bemerkt. Klinisch wurden bei Auguste D. zeitliche und örtliche Desorientierung, 
Verwirrtheit, Gedächtnisverlust, Halluzinationen und wahnhafte Symptome festgestellt, die 
in ihrer Schwere kontinuierlich zunahmen. Am Ende befand sich die Patientin in einem Zu-
stand kompletter Bettlägerigkeit und Hilfsbedürftigkeit. 1906 verstarb Auguste D. an den 
Folgen einer Sepsis, die durch einen Dekubitus verursacht worden war (Alzheimer, 1907). 
Nach ihrem Tod untersuchte Alzheimer das Gehirn der Patientin und fand neben einem 
massiven Verlust von Nervenzellen außerdem die heute als typische Merkmale der Alz-
heimerschen Erkrankung bekannten Proteinablagerungen: β-Amyloid Plaques und neuro-
fibrilläre Tangles. Dabei handelte es sich um die Erstbeschreibung der Neurofibrillen 
(Spillantini et al., 2013). 
Auf einer Konferenz in Tübingen fand sein Vortrag keinen Anklang. Einzig sein Mentor Emil 
Kraepelin, der als Begründer einer modernen, empirisch begründeten Psychiatrie gilt, (Lehr-
stuhl für Psychiatrie in München) erkannte die Wichtigkeit des Falles und benannte später 
diese Erkrankung nach Alzheimer (Hippius und Müller, 2008). 
Die Auswirkungen der Erkrankung stellen in unserer immer älter werdenden Gesellschaft 
eine große Herausforderung an Familien, therapeutische und Pflegeeinrichtungen sowie an 
die finanzierenden Sozialsysteme dar.  
 
2.1.2 Ätiologie und Epidemiologie  
Die Alzheimersche Erkrankung oder Alzheimers Disease (AD) ist mit einem Anteil von ca. 60% 
die häufigste Form der progressiven Demenz, gefolgt von vaskulären Demenzen, wobei 
beide Erkrankungen auch zusammen vorliegen können (Hacke und Werner, 2010). 
Der Hauptrisikofaktor für das Auftreten der Erkrankung ist das Alter, die meisten Patienten 
erkranken zwischen dem 70. und dem 80. Lebensjahr. Die Prävalenz verdoppelt sich ab dem 
50. Lebensjahr mit jedem Lebensjahrzehnt. So beträgt der Anteil Erkrankter an den über 
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65jährigen noch 5-10%, bei den über 80-jährigen schon 30-40% (Galimberti und Scarpini, 
2012). Durch die ständig steigende Lebenserwartung in unserer Gesellschaft steigt deshalb 
die Anzahl der an AD Erkrankten stetig an. Der Anteil alter Menschen in der Gesamt-
bevölkerung wird größer und damit auch die Bedeutung der AD.  
Liegt eine Manifestation der Erkrankung im jüngeren Alter vor, handelt es sich meistens um 
seltene familiäre Varianten, die autosomal-dominant vererbt werden. Dafür sind Mutationen 
im Presenilin-1- oder Presenilin-2-Gen und im APP-Gen verantwortlich. Die Mutationen im 
Presenilin-1-Gen führen zu der häufigsten Form von familiärer AD (in der Gesamtheit sind 
aber nur 1 bis 5% der Erkrankungen auf eine vererbte Form zurückzuführen). Hierbei kommt 
es zu einer Störung der γ-Sekretase, die β-Amyloid von seinem Vorläuferprotein (Amyloid 
Precursor Protein = APP) abspaltet. Die Aktivität der Sekretase wird durch die Mutation 
reduziert und das in den Amyloid-Plaques v.a. vorkommende Amyloid-β42 kommt häufiger 
vor. Es werden vermehrt Plaques gebildet (Campion et al. 1999). 
Ein etablierter genetischer Risikofaktor für AD ist das ε4-Allel des Apolipoprotein E. Nicht 
jeder Träger dieses Allels erkrankt allerdings an AD, eine erhöhte Konzentration an ε4 ist 
aber mit einem früheren Krankheitsbeginn assoziiert. Im Vergleich zur Kontrollgruppe 
zeigten sich unter anderem mehr Amyloid-Plaques und ein erniedrigter zerebraler 
Glukoseverbrauch. Das Risiko, dass die Krankheit ausbricht, ist ca. um das Dreifache erhöht 
(Ridge et al. 2013). Weiterhin wird eine polymorphe Mutation im TREM 2 (triggering 
receptor expressed on myeloid cells) – Gen für eine erhöhte Wahrscheinlichkeit der Aus-
bildung der Alzheimerschen Erkrankung verantwortlich gemacht. Hier spielt die durch die 
Mutation verringerte anti-inflammatorische Wirkung des TREM2-Proteins eine große Rolle 
(Jiang et al., 2013, Jonsson et al., 2013). 
Die sporadische Form ist die häufigste Form. Die genauen auslösenden Pathomechanismen 
sind nach wie vor unbekannt. Man weiß, dass eine multifaktorielle Genese vorliegt. Gene-
tische Faktoren, Ernährung, Umwelteinflüsse, Verhalten und Entwicklung spielen eine Rolle. 
Das Risiko, an AD zu erkranken, ist erhöht bei Vorliegen von hohem Blutdruck, Diabetes 
mellitus oder Hyperlipidämie (Kivipelto et al. 2001). Auch eine positive Familienanamnese 
und vorangegangene Schädel-Hirn-Traumata (gehäufte Kontussionen des Gehirns) erhöhen 
das Risiko (McKee et al. 2009).  
Relativ gesehen sind mehr Frauen als Männer betroffen, was aber daran liegen kann, dass 
Frauen eine höhere Lebenserwartung haben (Counts et al. 2011). 
 
2.1.3 Klinische Symptomatik 
Die AD gehört zu den neurodegenerativen Erkrankungen und verursacht eine Demenz 
(Berlit, 2012). Bei einer Demenz handelt es sich um eine Erkrankung, bei der kognitive 
Leistungen nachlassen, wodurch die Bewältigung des normalen Lebens erschwert wird. Man 
definiert sie als erworbene Intelligenzminderung (Hacke, 2010). 
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Die AD ist v.a. gekennzeichnet durch Verlust der Merkfähigkeit, Gedächtnisstörungen und 
visuell-räumliche Störungen sowie weitere neuropsychologische Störungen wie Aphasien, 
Apraxien und visuelle Agnosien und psychiatrische Symptome, wie Schlafstörungen und 
Depressionen (Wallesch, 2005).  
Persönlichkeit und emotionale Haltung (insbesondere die Affektstabilität) bleiben im Verlauf 
lange erhalten. Auch wirken die Patienten von außen gepflegt. Die Fassade wird „aufrecht-
erhalten“ (Hacke, 2010). 
Der Verlust kognitiver Leistungen führt dazu, dass die Patienten nicht mehr in der Lage sind, 
ihren Beruf auszuüben oder sich in alltäglichen Situationen zurecht zu finden. Zu solchen All-
tagssituationen gehört z.B. sehr früh, einfache Geräte zu bedienen, oder Aufgaben zu 
erledigen, wie Überweisungen oder Arzttermine einzuhalten. Diese Probleme weiten sich 
auf andere Fähigkeiten aus. Im Verlauf können sich die Patienten nicht mehr allein anziehen 
oder waschen. Es ist möglich, diese Defizite zunächst mit Hilfestellungen zu kompensieren. 
Das stellt einen Ansatzpunkt für nichtmedikamentöse Therapien dar.  
In der klinischen Untersuchung sind die Patienten zeitlich und örtlich nicht orientiert. Es 
fallen mangelnde Konzentration und Aufmerksamkeit auf, Themenwechseln können die 
Patienten nicht folgen. Es kommt zu Perseverationen, d.h. die Patienten bleiben an einem 
Gedanken oder Wort hängen und wiederholen sich ständig. Durch die bestehenden 
kognitiven Störungen fehlt zugleich das Krankheitsbewusstsein. Bei den Gedächtnis-
störungen steht initial im Vordergrund, dass neue Dinge nicht erlernt bzw. erinnert werden 
können. Im Laufe der Untersuchungen ermüden die Patienten häufig und werden zuneh-
mend verwirrter und verstimmter. Aufgaben können sie dann nicht mehr lösen, Angst und 
Ärger nehmen dadurch nur noch mehr zu (Berlit, 2012). 
Aphasien äußern sich bei der AD durch eine v.a. inhaltliche Verarmung der Sprache. Man 
bemerkt Echolalien und stereotype Wiederholungen, die Patienten benutzen Neologismen, 
reden in Kauderwelsch, es kommt zu Logoklonien. Zusätzlich geht auch das Sprachver-
ständnis verloren. Die Sprach- und Sprechstörung kann bis hin zum Mutismus führen.  
Im späten Stadium der Krankheit erkennen die Patienten häufig Gesichter nicht mehr. Diese 
Störung heißt Prosopagnosie und ist eine Unterform der visuellen Agnosie. An diesem Punkt 
der Krankheitsentwicklung verlieren die Patienten auch Erinnerungen über Inhalte aus ihrem 
Leben vor der Erkrankung. Damit geht ihnen „zunehmend die Orientierung zur Person und 
Biografie“ verloren (vgl. Wallesch, 2005, S. 671). 
Zu den nichtkognitiven Symptomen gehören Antriebsmangel, psychomotorische Unruhe, die 
sich z.B. in Umherwandern äußern kann, Schlafstörungen, Ängstlichkeit, wahnhaftes Erleben 
und Depressivität. Diese kommen auch im Frühstadium mit 30% der Fälle relativ häufig vor 
(Wallesch, 2005). 
Ängstlichkeit und wahnhaftes Erleben äußern sich häufig in Aggressionen gegen Bezugs-
personen oder Pflegepersonal. Eine Erklärung für dieses Verhalten ist die falsche Inter-
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pretation von Situationen, verursacht durch die ausgeprägte Gedächtnisstörung und per-
zeptive Mängel (Berlit, 2012). 
 
2.1.4 Verlauf 
Die Krankheit beginnt schleichend. Die Herausforderung in der Forschung ist, die Diagnose 
oder wahrscheinliche Diagnose schon vor dem Eintritt irreparabler Schäden zu stellen. Daher 
richtet sich das Augenmerk auch auf das Syndrom des Mild Cognitive Impairments (MCI). 
Patienten, die unter einem MCI leiden, werden mit erhöhter Wahrscheinlichkeit eine 
Demenz entwickeln. Als MCI gilt eine kognitive Beeinträchtigung, die in neuropsycho-
logischen Tests zu erkennen ist, aber noch nicht den Alltag der Patienten beeinträchtigt. 
Welche Faktoren für die Entwicklung eines MCIs zu einer AD verantwortlich sind, ist noch 
nicht vollständig geklärt (De Marchis et al., 2010).  
Der Krankheitsprozess der AD ist irreversibel, progredient und endet in vollständiger 
Pflegebedürftigkeit bzw. letal. Im finalen Stadium treten ein vollständiger Verlust „höherer 
kognitiver Fähigkeiten, Mutismus und Inkontinenz auf“ (Hacke, 2010). Der Tod erfolgt 
zumeist durch Komplikationen von Begleiterkrankungen, z.B. durch eine Sepsis auf Grund 
einer Pneumonie oder durch extreme Kachexie. 
 
2.1.5 Diagnostik 
Nach den Diagnose-Kriterien des National Institute of Neurological and Communicative 
Disorders and Stroke – Alzheimers Disease and Related Disorders Association (NINCDS-
ADRDA) kann nur eine „wahrscheinliche“ AD beim lebenden Patienten diagnostiziert 
werden. Eine Ausnahme stellen die vererbten Varianten der Erkrankung dar (McKhann, 
1984). Die Ursache dafür liegt in der historischen Definition der AD, die für die Diagnose-
stellung sowohl ein entsprechendes klinisches Erscheinungsbild, als auch das Vorliegen der 
neuropathologischen Veränderungen fordert. Diese können (bisher) nur post mortem aufge-
deckt werden. Entsprechend der Kriterien von 1984 heißt das, dass eine „sichere“ Diagnose 
der AD erst durch die autoptische Aufarbeitung des Gehirns des Patienten gestellt werden 
kann. Für den klinischen Alltag wiederum bedeutet das, dass die Diagnose der AD nach wie 
vor eine v.a. an der Klinik der Patienten orientierte Diagnose ist.  
Nach den Diagnose-Kriterien der NINCDS-ADRDA von 1984 liegt eine „wahrscheinliche“ AD 
dann vor, wenn 1) eine episodische Gedächtnisstörung besteht plus eine weitere kognitive 
Beeinträchtigung wie Aphasie oder Apraxie und 2) das alltägliche Leben beeinträchtigt ist 
und andere Ursachen ausgeschlossen sind. Ein weiterer diagnostischer Punkt ist der 
langsam-progrediente Verlauf.  
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Wichtige diagnostische Hilfsmittel sind also eine gründliche Anamneseerhebung (auch durch 
Befragung Angehöriger), die klinisch-neurologische Untersuchung und zahlreiche neuro-
psychologische Tests, wie z.B. der Mini-Mental-Status (MMST). In diesem Test werden 
kognitive Fähigkeiten, wie räumlich-zeitliche Orientierung und Merkfähigkeit überprüft. Er 
dient sowohl als diagnostisches Mittel als auch zur Verlaufskontrolle.  
Der Uhrentest gilt als ein wichtiger klinischer Test, er ist Bestandteil jeder Demenz-
Diagnostik und gibt Hinweise auf das Vorliegen der AD. Bei diesem Test sollen die Patienten 
ein analoges Ziffernblatt mit einer bestimmten Uhrzeit aufzeichnen. Patienten mit AD haben 
visuell-räumliche Störungen, d.h. sie können sich nur schlecht orientieren. Damit ist auch 
eine Störung der Produktion und des Erfassens von Zeichen verbunden. Daher gelingt ihnen 
das Zeichnen einer solchen Uhr nicht (vgl. Wallesch, 2005).  
In den letzten Jahren wurden große Fortschritte in der Erforschung der AD gemacht. So 
konnten strukturelle Veränderungen des Gehirns genauer definiert werden. Zusätzlich ist es 
möglich, Biomarker im Liquor zu messen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Darstellung der 
spezifischen Protein-Ablagerungen durch moderne Bildgebungsverfahren wie PET oder 
SPECT. Aufgrund dessen wurden die Diagnose-Kriterien mehrfach überarbeitet (Dubois, 
2007, Mc Khann et al., 2011, Morris et al., 2014). 
Um die Diagnose der AD zu stellen, müssen demnach folgende Punkte erfüllt sein (Morris et 
al., 2014):  
A) das Vorliegen einer Demenz entsprechend der Definition des National Institute on Aging 
und der Alzheimer's Association (NIA-AA)  
B) ein langsam progredienter Verlauf mit zunehmendem Verlust der kognitiven Fähigkeiten  
C) die Beeinträchtigung von zwei oder mehr kognitiven Fähigkeiten, wie z.B. Exekutiv-
funktion oder Sprachfunktionen  
D) kein Hinweis auf andere Ursachen für eine Demenz, wie z.B. Stoffwechselstörungen 
E) verbesserte Diagnosestellung kann durch das Hinzuziehen von Biomarkern (Liquor-
diagnostik) oder Bildgebung erfolgen (bspw. 18F-Fluordeoxyglukose-PET (18F-FDG-PET)) 
In den bildgebenden Verfahren wie der CT oder MRT sieht man unspezifische Anzeichen 
eines Substanzverlustes, also Hirnatrophie, die vor allem medio-temporal auftritt. Die Ab-
nahme des Hirnvolumens korreliert mit der Abnahme der kognitiven Fähigkeiten.  
Spezifischer scheinen Verfahren wie die Positronen-Emissions-Tomografie (PET) zu sein, die 
mit 18F-Fluordeoxyglukose-PET (18F-FDG-PET) einen verminderten Glukosemetabolismus im 
Hirn deutlich machen. Dies ist ein Zeichen der Neurodegeneration und korreliert ebenfalls 
stark mit zunehmender kognitiver Beeinträchtigung. Die relativ aufwändige und teure 
Diagnostik wird nicht standardisiert angewandt (Drzezga et al., 2008). Eine weitere Methode 
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der PET ist die Markierung von Aβ-Fibrillen mittels PiB-PET (Pittsburgh compound B binding) 
(Ikonomovic et al., 2008) bzw. mittels 18F-Florbetaben (Schipke et al., 2012). Die Methode 
wird noch weiter erforscht und bereits in einigen Zentren als diagnostisches Hilfsmittel 
genutzt (so unter anderem auch in Leipzig durch Professor Sabri), allerdings kommt es noch 
nicht zu einer standardmäßigen Anwendung im klinischen Alltag.  
Im Liquor cerebrospinalis (CSF für cerebrospinal fluid) kommt es zu einer unspezifischen 
Erhöhung des Tau-Proteins und von phosphoryliertem Tau (phospho-Tau), außerdem zu 
einer Abnahme von Amyloid-Peptid Aβ-42. Das erhöhte Phospho-Tau scheint spezifischer für 
AD zu sein. Im Vergleich zu nicht-dementen Kontrollpersonen sind die Werte erhöht (Clifford 
et al., 2010). Allerdings sind weder Frühdiagnostik noch eine sichere Unterscheidung von 
anderen frontotemporalen Demenzen möglich. Einzig die Abgrenzung zur Creutzfeld-Jakob-
Erkrankung erscheint möglich durch Bestimmung von phospho-Tau, da bei dieser Prionen-
erkrankung die Werte von phospho-Tau auf über 1000 pg/ml im Liquor ansteigen, im 
Vergleich zu Werten von über 400 pg/ml bei AD. Zusätzlich kann man bei dieser Erkrankung 
das Protein 14-3-3 nachweisen (Hacke, 2010). 
Die Spezifität der Untersuchung wird erhöht durch die Bestimmung des Verhältnisses von 
phospho-Tau zu Peptid Aβ-42 (Anstieg des phospho-Tau und Abfall des Peptid Aβ-42).  
Alle Untersuchungen des Liquors dienen allein der Festigung der klinischen Diagnose oder 
zur Abgrenzung einiger weniger anderer Differentialdiagnosen. Zur alleinigen sicheren 
Diagnosestellung reichen Spezifität und Sensitivität nicht aus. Aktuell wird dahingehend 
geforscht, wie diese Biomarker – auch in Kombination, als frühe diagnostische Marker 
dienen können (Bibl und Wiltfang, 2008, Hampel et al., 2008).  
 
2.1.6 Pathologie 
Die AD wird durch zwei pathologische Proteinablagerungen definiert, die so zum ersten Mal 
von Alois Alzheimer beschrieben wurden. Dabei handelt es sich um extrazelluläre Ab-
lagerungen von Amyloid-β-Peptiden (Aβ) in unlöslichen Amyloid-Plaques und um intra-
zelluläre neurofibrilläre Tangles, die aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein bestehen. Es 
kommt zu Verlust von Synapsen und Nervenfasern, gefolgt vom neuronalen Untergang. Vor 
allem durch den Synapsen- und Faserverlust entsteht eine Hirnatrophie (Galimberti und 
Scarpini, 2012). 
Amyloid-β – Hauptbestandteil der Amyloid-Plaques, wird aus einem längeren transmembra-
nösen Vorläuferprotein, dem Amyloid-Precursor-Protein (APP), proteolytisch gespalten. Die 
Spaltung erfolgt durch unterschiedliche Sekretasen.  
Die α-Sekretase ist die Protease der nicht-amyloidogenen Prozessierung. Bei dieser kommt 
es nicht zu einer Freisetzung von Amyloidpeptiden. Ein weiterer Prozessierungsweg wird 
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„amyloidogene Prozessierung“ genannt und wird von β- und γ-Sekretase durchgeführt. Diese 
Prozessierung spielt eine Rolle bei der Pathologie der AD. Durch die β-Sekretase (hier v.a. der 
Komplex BACE1) entsteht ein 99 Aminosäuren langes, noch membranständiges Peptid 
(Vassar et al., 1999). 
Durch die γ-Sekretase werden aus APP proteolytisch Amyloid-β-40 (40 Aminosäuren lang) 
oder Amyloid-β-42 (42 Aminosäuren lang) gespalten (Aβ40 und Aβ42). Physiologisch wird 
von den Neuronen mehr Aβ40 gebildet (im Verhältnis 10:1), typischerweise steigt dann bei 
AD das Verhältnis von Aβ42 zu Aβ40, das heißt, relativ gesehen wird mehr Aβ42 gebildet. 
Dieses ist hauptsächlich verantwortlich für die Produktion der unlöslichen Amyloid-Plaques, 
da es selbständig zunächst zu Dimeren, dann zu Oligomeren und schließlich zu Plaques 
aggregiert (Sery et al., 2013). 
Die γ-Sekretase ist ein großer Proteinkomplex, der aus mehreren Komponenten besteht. 
Dazu gehören unter anderem Presenilin (PS 1 oder PS 2) und Nicastrin. Bei der häufigsten 
Form von familiärer AD liegt eine Mutation im Presenilin-1 Gen vor. Dies führt zu einem 
Defekt der γ-Sekretase, deren Aktivität dadurch verändert ist. Der Anteil des toxischeren 
Aβ42 steigt dadurch an (Wolfe, 2008). Die physiologische Funktion des Amyloid-β-Peptids ist 
noch nicht vollständig geklärt. Diskutiert wird, dass es für Lernen und Gedächtnis notwendig 
ist (Kobayashi et al., 2008). 
Auch Mutationen im APP-Gen wurden bei einigen Fällen von familiärer Form von AD 
gefunden. Bei diesen Mutationen kommt es letztendlich ebenfalls zu einem erhöhten Spiegel 
von Aβ-42 (Ridge et al., 2013). 
In der Amyloid-Kaskaden-Hypothese geht man davon aus, dass erhöhte Spiegel von Aβ42 zur 
AD führen und alle anderen Pathologien, wie das Auftreten von neurofibrillären Tangles, 
dem nachgeschaltet sind (Hardy und Higgins, 1992). 
Bei der anderen pathologischen Proteinablagerung handelt es sich um intrazelluläre neuro-
fibrilläre Tangles (NFT), die wiederum aus „paired helical filaments“ bestehen, deren Haupt-
bestandteil hyperphosphoryliertes Tau-Protein ist. Das mikrotubuliassoziierte Protein ver-
liert durch Phosphorylierung seine Bindungsfähigkeit an Mikrotubuli im axonalen Kompar-
timent und akkumuliert im somatodentritischen Kompartiment der Zelle. Es gibt verschie-
dene Theorien darüber, ob der Verlust der Funktion des Tau-Proteins oder aber die Aggre-
gation oder andere Veränderungen der hauptsächliche Faktor in der Pathologie der AD ist 
(Spillantini und Goedert, 2013).  
Auch wenn es also noch keinen direkten Beweis für Ursache-Wirkung gibt, werden Tau-
Ablagerungen als Teil der Pathogenese der AD angesehen, da sie in spezifischen Regionen 
des Gehirns vorkommen, die innerhalb der Erkrankung betroffen sind bzw. für die Klinik 
verantwortlich sind. Außerdem korreliert das Ausmaß der Tau-Aggregation mit dem Stadium 
der Erkrankung (Holzer et al., 1994). Tau scheint zusätzlich für die Aβ-induzierte Neuro-
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toxizität nötig zu sein (Ittner et al., 2010). Es ist noch ungeklärt, wie beide Pathologien 




Auch nach jahrelanger intensiver Forschung ist eine kausale Therapie der AD nach wie vor 
nicht gefunden. Der Grund hierfür liegt vor allem in der immer noch nicht vollständig 
verstandenen Krankheitsursache. Viele Arbeitsgruppen und großangelegte Studien bemühen 
sich, das Verständnis der Krankheit voranzutreiben. In welchem Teil des Nervensystems sie 
aber beginnt bzw. in welchem Lebensalter genau, was sie auslöst oder wie die bekannten 
pathologischen Veränderungen miteinander zusammenhängen, ist nicht vollständig bekannt.  
Es existiert eine symptomatische Therapie, die auf der Feststellung basiert, dass es bei der 
AD zu einem Acetylcholindefizit kommt. Dieses Defizit besteht vor allem im basalen Vorder-
hirn. Dieser Teil des Hirns ist unter anderem für Funktionen der Kognition, wie Lernen, das 
Lösen von Aufgaben oder für Aktivitäten, die mit dem Gedächtnis verbunden sind, zuständig 
(Schliebs und Arendt, 2006). Durch die Gabe von Acetylcholinesteraseinhibitoren, wie 
Donepezil oder Galantamin wird die Verfügbarkeit von Acetylcholin erhöht; damit zeigen 
sich im Vergleich zum Placebo eine Verbesserung kognitiver Funktionen und eine Ver-
langsamung des Abbaus kognitiver und Alltagsfunktionen. Man gibt diese Therapeutika bei 
leichter bis mittelschwerer AD (Birks, 2006; Bayer und Wirths, 2008). 
Eine weitere Therapieoption stellt Memantin dar. Memantin ist ein nichtkompetitiver 
NMDA-Rezeptor-Antagonist und seine Wirkung wird auf die Hemmung der übermäßigen 
Glutamatausschüttung (NMDA-Rezeptoren sind Glutamat-Rezeptoren) bei der AD zurück-
geführt. In einem späteren Stadium der Erkrankung ist auch das glutamaterge System, das 
für synaptische Plastizität, neuronales Wachstum, Lernen und Gedächtnis zuständig ist, 
betroffen. Es kommt zu einer erhöhten NMDA-Rezeptor-Aktivität und -Exzitotoxizität. Die 
Wirkung von Memantin scheint neben der reversiblen Blockade von NMDA-Rezeptoren noch 
eine andere zu sein. Beweise dafür fehlen aber noch (Reisberg et al., 2003). 
Memantin zeigt nur bei schon fortgeschrittener AD eine Wirkung im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Der Fokus der Forschung liegt auf der Entwicklung von krankheitsmodifi-
zierenden Medikamenten. Es gibt zahlreiche Studien mit verschiedenen Ansatzpunkten, 
deren detaillierte Betrachtung den Rahmen dieser Einführung sprengen würde. Es sollen hier 





Tabelle 1  verschiedene Ansätze für krankheitsmodifizierende Therapien bei AD (Vgl. Berlit,  
  2012, Theunis et al., 2013, Bayer, 2008) 
 
β-Amyloid-basierte Therapie  Tau-basierte Therapie 
Sekretasemodulatoren  Tau-Aggregationshemmer 
aktive und passive Immunisierung  aktive und passive Immunisierung 
Aβ-Aggregationshemmer  Senkung des Gesamt-Tau-Spiegels 
Auflösung von Amyloidplaques  Mikrotubuli-Stabilisation 
  Hemmung der Tau-Phosphorylierung 
 
2.2 Das Tau-Protein 
2.2.1 Biochemie des Tau-Proteins 
Das Tau-Protein gehört zu der Gruppe der mikrotubuli-assoziierten Proteine und kommt v.a. 
in Neuronen des ZNS und PNS vor, allerdings auch in Gliazellen (Nakano et al., 1992). 
Ebenfalls wurde Tau-mRNA in anderen peripheren Geweben wie Lunge, Herz oder Hoden 
gefunden (Gu et al., 1996), neuere Arbeiten dazu fehlen aber.  
Tau stabilisiert Mikrotubuli vor allem im axonalen Kompartiment und ist an der Regulation 
ihres Auf- und Abbaus beteiligt (Weingarten et al., 1975). Mikrotubuli sind Bestandteile des 
Zytoskeletts, an ihnen entlang findet der zytoplasmatische Transport innerhalb der Neurone 
und im Verlauf der Axone statt. Außerdem dienen sie der mechanischen Stabilisierung der 
Zellen.  
Das Tau-Protein wird in vier Regionen unterteilt: 1. eine N-terminale Region mit zwei 
alternativ gespleißten Inserts und 2. eine Prolin-reiche Region. Beide zusammen dienen der 
Verbindung der Mikrotubuli mit anderen Bestandteilen des Zytoskeletts oder anderen 
Proteinen; sowie 3. die Mikrotubuli-Bindungs-Region, bestehend aus 3 oder 4 Repeats und 4. 
die C-terminale Region, die indirekt über kontrollierte Phosphorylierung die Mikrotubuli-
Bindung reguliert (Mandelkow et al., 1996).  
 
2.2.2 Isoformen des Tau-Proteins 
Das Tau-Protein wird von einem einzigen Gen auf dem Chromosom 17q21 kodiert. Dieses 
Gen enthält 16 Exone. Davon werden die Exone 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 und 13 konstitutiv und 
die Exone 2, 3 und 10 alternativ im ZNS exprimiert (Goedert et al. 1989). Zusätzlich werden 
die Exone 4a und 6 im peripheren Nervengewebe alternativ gespleißt.  
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Die sechs Isoformen des Tau-Proteins, die im ZNS des Menschen vorkommen, entstehen 
durch alternatives Spleißen dieses einen Gens. Alternativ gespleißt werden Exon 2, 3 und 10. 
So kommt in einer Isoform entweder Exon 2 oder Exon 2 und 3 oder weder Exon 2 noch 
Exon 3 vor. Jede dieser Varianten kommt dann entweder mit oder ohne Exon 10 vor 
(Abbildung 1). Nur eine Isoform kommt im fetalen Stadium vor. In dieser Form fehlen Exon 2, 
3 und 10.  
Die Inklusion oder Exklusion des Exon 10 entscheidet über die Anzahl der vorhandenen 
Mikrotubuli-Bindungs-Regionen, die C-terminal liegen. Die Bindungs-Regionen werden von 
Repeats gebildet. Bei Inklusion von Exon 10 kommen 4 Repeats vor, bei Exklusion nur 3 
Repeats. (4R-Tau und 3R-Tau). Durch die Inklusion des Exon 10 kommt es durch die 
zusätzliche Bindungsregion zu einer Erhöhung der Aktivität des Proteins bei der Assem-
blierung von Mikrotubuli (Goedert und Jakes, 1990; Scott et al., 1991). 
Die Exone 2 und 3 liegen näher am N-Terminus. Über ihre Funktion ist weniger bekannt. 
Möglich ist eine verminderte Fähigkeit zur Ausbildung von Mikrotubuli-Bündeln bei Expri-
mierung entweder eines oder beider Exons (Scott et al., 1992), sowie Membran-Inter-
aktionen (Brandt et al., 1995). 
Die Isoformen werden benannt nach der Anzahl der Repeats und danach, welche Exone N-
terminal vorhanden sind, sodass die Kennzeichnung wie folgt ist: 3R0N, 3R1N, 3R2N, 4R0N, 
4R1N, 4R2N (Buée et al., 2000) (Tabelle 2). Im adulten menschlichen Gehirn kommen 4R-Tau 
und 3R-Tau in einem Verhältnis von 1:1 vor, bei anderen Säugetierspezies werden 4R/3R 
Tau-Isoformen nicht equimolar exprimiert.  
Weitere Isoformen finden sich im peripheren Nervensystem. Diese hochmolekularen „Big-
Tau-Isoformen“ entstehen wiederum durch alternatives Spleißen des Exon 4a bzw. Exon 6. 
Ob diese Isoformen unterschiedliche Inklusionen der Exone 2, 3 und 10 beinhalten, ist bisher 
nicht untersucht. Im Nervensystem der Ratte wurden Isoformen des hochmolekularen Tau-
Proteins in unterschiedlicher Quantität, sowohl im PNS als auch im ZNS (bedingt durch 
Hirnnerven) detektiert. Die Isoformen wiesen entweder sowohl Exon 4a als auch Exon 6, 
oder nur Exon 6 ohne Exon 4a auf (Mavilia et al., 1994). In den Gehirnen von Kühen und 
Rhesus-Affen wurden weitere Isoformen mit dem alternativ gespleißten Exon 8 gefunden 
(Himmler et al., 1989, Chen et al., 1994). 
Während der Embryonalentwicklung bis zum Abschluss der Synaptogenese wird in allen 
untersuchten Säugetier-Gehirnen die kürzeste (embryonale) Isoform 0N3R exprimiert. Diese 
Isoform mit geringer Aktivität bei der Mikrotubuli-Assemblierung soll dem neuronalen Zyto-







Abbildung 1  Tau Isoformen, (aus Spillantini, Goedert, 2013) 
 
Tabelle 2  Übersicht der Tau-Isoformen (vgl. Goedert et al., 1989) 
 




MW in kDa 
3R0N     352 36,8 
3R1N x    381 39,8 
3R2N x x   410 42,7 
4R0N   x  383 40,0 
4R1N x  x  412 43,0 
4R2N x x x  441 45,9 





2.2.3 Funktion des Tau-Proteins 
Wie schon aus dem Aufbau des Proteins ersichtlich, ist eine wichtige Funktion des Tau-
Proteins die Bindung an Mikrotubuli, insbesondere in Axonen. Damit ist es für die Stabili-
sierung der Axone verantwortlich. Es spielt außerdem eine Rolle bei der axonalen Elongation 
und Instandhaltung sowie bei der Regulierung des Auf- und Abbaus der Mikrotubuli (Wein-
garten et al., 1975). Das Tau-Protein bindet über die N-terminale Region auch an die Plasma-
membran (Brandt et al., 1995). 
Dass das Tau-Protein Hauptbestandteil der schon von Alzheimer beschriebenen NFTs ist, 
wurde in den 1980er Jahren erstmals vermutet und bewiesen (Grundke-Iqbal et al. 1986, 
Goedert et al. 1989). Durch Hyperphosphorylierung löst sich das Tau-Protein von den Mikro-
tubuli, es bilden sich Tau-Filamente, die letztendlich zu NFTs verklumpen.  
Viele mögliche Funktionen des Tau-Proteins wurden und werden diskutiert. Erschwert wird 
die Interpretation der Ergebnisse durch das Fehlen eines deutlichen Phänotyps in Mapt-
Knock-Out Mäusen. Dies könnte möglicherweise durch kompensatorische Prozesse anderer 
Mikrotubuli-assoziierter Proteine, wie Map-2, Map-4 und Map-1B in den nicht-konditionalen 
Knock-Out Mäusen bedingt sein. Es besteht also die Frage nach der Signifikanz einiger in-
vitro Ergebnisse für die in-vivo Situation. Aus unterschiedlichen Bindungspartnern des Tau-
Proteins ergeben sich die möglichen weiteren Funktionen: Verbindung der Mikrotubuli mit 
Motor-Proteinen über Tau (Dixit et al. 2008), Wirkung auf Signalwege, als direkter oder 
indirekter Enzyminhibitor, Modulation der adulten Neurogenese (Morris et al., 2011). 
 
2.2.4 Tau-Pathologien – Tauopathien 
Bei einer Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen kommen pathologische intrazelluläre 
Tau-Aggregationen in neuronalen Zellen vor. Diese werden Tauopathien genannt. Ihnen ist 
gemeinsam, dass die Tau-Ablagerungen in Regionen des ZNS zu finden sind, die dem klini-
schen Bild der Erkrankung entsprechen. Letztlich kommt es bei all diesen Entitäten zu Sy-
napsenverlust und Neuronenuntergang (Goedert & Spillantini, 2011). 
Zu den Tauopathien gehören unter anderem die Alzheimersche Erkrankung, die fronto-
temporale Demenz (FTLD-17), der Pick-Komplex, die progressive supranukleäre Blickparese 
(PSP, früher Steele-Richardson-Olschewsky), die cortico-basale Degeneration (CBD), die 
Silberkornkrankheit (AGD, argyrophilic grain disease), einige Prionenerkrankungen, sowie die 
chronische traumatische Encephalopathie und einige genetische Varianten des Parkinson-
Syndroms (Lee et al. 2001).  
Unter diesen Erkrankungen sind solche, die als reine Tauopathien bezeichnet werden. Bei 
diesen kommt es einzig zu einer Pathologie im Tau-Protein d.h. zu Protein-Ablagerungen, 
ohne dass andere Proteine ebenfalls betroffen sind. Andere – wie die AD – weisen zusätzlich 
noch weitere Protein-Pathologien auf.  
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Das Tau-Protein ist in all diesen Erkrankungen hyperphosphoryliert. Durch zunehmende 
Phosphorylierung verliert das Protein die Fähigkeit, an Mikrotubuli zu binden und deren Auf- 
und Abbau zu vermitteln (Eidenmüller et al. 2000). Die Tendenz zur Aggregation steigt und 
es bilden sich aus dem löslichen, an Mikrotubuli gebundenen Tau-Protein unlösliche Tau-
Aggregate, die dann zu NFTs akkumulieren. Vergleicht man die unterschiedlichen Tauo-
pathien, erkennt man, dass die Stellen im Tau-Protein, die vermehrt phosphoryliert werden, 
sich ähneln, die Morphologie der entstehenden Filamente aber stark variiert. Neben diesen 
Veränderungen, die durch die Erforschung der bekannten exonischen Mutationen des Tau-
Proteins in vitro nachgewiesen werden konnten, kommt es außerdem zu einem veränderten 
Verhältnis der Tau-Isoformen (Hutton et al. 1998, Bugiani et al. 1999, Crowther & Goedert, 
2000). 
Die FTDP-17 (frontotemporal dementia and parkinsonism linked to chromosome 17) wird 
durch Mutationen im Tau-Gen ausgelöst. Das zeigt, dass die Dysfunktion von Tau allein aus-
reicht, um Neurodegeneration und Demenz auszulösen (Spillantini et al., 1998). 
Bekannte Mutationen des Tau-Gens in erblichen Formen von Demenz dienen der weiteren 
Erforschung der Tau-Pathologie. Die genauen Auslöser der Aggregation des Tau-Proteins bei 
sporadischer AD sind unbekannt.  
Bei der AD kommt es schon lange vor Symptomen einer Demenz oder auch nur von 
kognitiven Störungen zu neurodegenerativen Veränderungen. Bei Autopsien von Patienten 
unter 42 Jahren wurden bereits pathologische Tau-Phosphorylierungen und Tau-Ablagerung-
en festgestellt (Braak et al. 2011 a). 
Die Pathologie beginnt im Locus coeruleus, breitet sich über den transentorhinalen Kortex 
zur hippocampalen Formation und schließlich zum Neokortex aus. Damit konnten analog zur 
Ausbreitung der α-Synuclein-Einschlüsse bei der Parkinsonschen Erkrankung verschiedene 
Stadien beschrieben werden. Die Ausbreitung der NFTs korreliert gut mit dem Voran-
schreiten der Neurodegeneration bei AD, sodass man die verschiedenen Stadien (die soge-
nannten Braak-Stadien) der Ausbreitung auch auf die klinischen Phasen übertragen kann. 
Stadium I und II nach Braak entsprechen hierbei der präklinischen AD, III und IV dem MCI 
und V und VI der AD (Braak & Braak, 1991, Holzer et al. 1994). 
Neuere Forschungsergebnisse gehen bei dieser Art der Ausbreitung von einem trans-
zellulären Transfermechanismus aus, der als „prionenartig“ bezeichnet wird (Goedert et al. 
2010, Braak 2011b). 
So konnte in Experimenten am Mausmodell gezeigt werden, dass sich Tau-Filamente, die in 
eine bestimmte Gehirnregion in transgenen Mäusen injiziert wurden, in die Nachbar-
regionen ausbreiteten (Clavaguera et al., 2009). 
Bei der Aggregation des Tau-Proteins scheint es einen mehrstufigen Prozess zu geben. Inter-
mediate dessen sind die Tau-Oligomere, das Endprodukt stellen die unlöslichen Tau-Fila-
mente dar, aus denen die NFTs bestehen. Tau-Oligomere haben die Fähigkeit, die Zell-
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membran zu durchdringen, können sich also prionenartig ausbreiten (Frost et al. 2009, Flach 
et al., 2012). 
Diese Tatsache ist Grundlage für viele weitere Arbeiten, so unter anderem auch die Messung 





Wie aus der vorangegangen Erläuterung der klinischen Grundlagen der AD und ihrer Patho-
logie ersichtlich wird, sind nach wie vor viele Fragen ungeklärt. Vor allem die zahlreichen 
Versuche, eine erfolgversprechende Therapie zu entwickeln, scheitern regelmäßig. Ein 
Grund dafür ist, dass die meisten dieser Therapieansätze erst in schon fortgeschrittenen 
Stadien der Erkrankung ansetzen. Denn eine Therapie erhalten in diesen Studien nur 
Patienten, bei denen nach den NINCDS-ADRDA Kriterien (McKann et al. 1984) die klinische 
Diagnose einer Demenz vorliegt. Zu diesem Zeitpunkt sind aber bereits viele Strukturen 
irreversibel geschädigt. Die Forschung richtet sich auf Grund dieser Problematik auf die 
Entwicklung kausaler Therapieansätze. Um das zu ermöglichen, muss die Erkrankung zu 
einem frühen Zeitpunkt diagnostiziert werden können, das Augenmerk liegt also auf der 
genauen Definition und Diagnostik der prädementiellen Phase der AD, der „prodromalen 
Alzheimerschen Erkrankung“. Eine Arbeitsgruppe hat eine solche Neudefinition entwickelt 
(Dubois et al. 2010).  
Die sichere und korrekte Anwendung dieser neuen Definition ist aber nur dann garantiert, 
wenn verlässliche klinische Marker vorhanden sind und angewendet werden können. Hier 
bestehen allerdings nach wie vor Defizite, auch wenn die Entwicklung bildgebender Verfah-
ren oder von Liquoruntersuchungen immer weiter fortschreitet (Schipke et al. 2012; Hampel 
et al. 2008). Noch sind diese Verfahren zum einen nicht flächendeckend vorhanden, aufwen-
dig und teuer. Zum anderen sind Sensitivität und Spezifität nicht ausreichend gut.  
Als einfache, besser verfügbare Diagnostik erscheint die Entwicklung Blut-basierter Tests, 
wie der Nachweis von Tau-Protein bzw. dessen Aggregationsprodukten. Es besteht die An-
nahme, dass einerseits im Verlauf der AD die Integrität der Blut-Hirnschranke gestört ist und 
dass sich andererseits Tau-Oligomere transzellulär ausbreiten können (Goedert et al. 2010; 
Braak 2011b). Die Aussagekraft eines Tau-Proteinassays im Blutplasma bzw. Serum ist jedoch 
beeinflusst durch Tau-Proteine, die möglicherweise in peripheren Geweben oder Organen 
ins Blut abgegeben werden. Hierzu gibt es bisher kaum experimentelle Daten. Daher ist das 
Ziel dieser experimentellen Promotionsarbeit die Kartierung und Quantifizierung der Tau-
Protein-Expression in nicht-neuronalen Geweben der Maus. Gründe für die Arbeit am Maus-
Modell sind zum einen, dass transgene Maus-Modelle mit erhöhter Aggregationstendenz 
des Tau-Proteins existieren und damit als Abbildung von Tauopathie-ähnlichen Verhältnissen 
dienen. Zum anderen die Möglichkeit einer Negativ-Kontrolle mittels Tau-Knockout Mäusen. 
Nicht unerwähnt bleiben soll die gute Verfügbarkeit der Maus-Modelle und dass die Me-






Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:  
1 In welchen nicht-neuronalen Geweben ist Tau-Protein nachweisbar und in welchen 
Konzentrationen im Vergleich zum ZNS? 
Dafür wurden verschiedene nicht-neuronale Gewebe mittels Sandwich-ELISA analysiert. 
2 Welche Zellen der nicht-neuronalen Gewebe exprimieren Tau-Protein?  
Um diese Frage zu beantworten, wurden ausgewählte Gewebe mittels immunhisto-
chemischer Markierung untersucht.  
3 Welche Tau-Isoformen werden in den nicht-neuronalen Geweben exprimiert? 





4 Material und Methoden 
4.1 Mausmodelle 
Für die folgenden Untersuchungen wurden zwei verschiedene Maus-Modelle verwendet: 
Tau-Knockout-Mäuse (Tau-KO) und Tau-Wildtyp-Mäuse (Tau-WT).  
Tau-KO-Mäusen fehlt das Gen für das Tau-Protein, das Mapt-Gen. Sie produzieren also kein 
Tau-Protein und sind daher als eine Negativ-Kontrolle anzusehen. Dieses Tiermodell wurde 
entwickelt, um die Hypothese zu überprüfen, ob der pathologische Mechanismus der Tauo-
pathien auch durch einen Funktionsverlust des Tau-Proteins zustande kommen kann.  
Tatsächlich zeigten Tau-KO-Mäuse verschiedener Linien in fortgeschrittenem Alter sowohl 
Verhaltensstörungen als auch motorische Störungen. Sie wiesen Muskelschwäche auf und 
Defizite in der Geschicklichkeit (Ikegami 2000). 
Als Modell für die Wildtyp Expression des Tau-Proteins wurden Mäuse der C57BL/6-Linie 
verwendet, die auch dem genetischen Hintergrund der Tau-KO entspricht.  
Mittels der Sandwich-ELISA Methode sollte hauptsächlich die Gesamt-Tau-Menge in ver-
schiedenen Geweben quantifiziert werden. Die weiteren Untersuchungen (Immunhisto-
chemie und RT-PCR) wurden ebenfalls am Wildtyp und am Knock-Out Modell durchgeführt.  
 
4.2 Perfusion und Präparation der Mäuse 
Um die Organe der Mäuse für die Immunhistochemie verwenden zu können, mussten die 
Mäuse perfundiert werden.  
Die transkardiale Perfusion erfolgte mit ca. 50 ml 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in PBS-
Puffer mit 1:1000 verdünntem Glutaraldehyd (0,0025%).  
Die Mäuse wurden durch Insufflation von 6 Litern CO2 pro Minute für ca. 45 Sekunden in 
einem verschließbaren Gefäß getötet. Auf der Präparationsarbeitsfläche wurde der Thorax 
eröffnet und das Sternum mit einer Klammer nach kaudal fixiert. So wurde das Herz frei-
gelegt. In die Herzspitze wurde dann etwas isotonische Kochsalzlösung (0,9% NaCl) injiziert. 
Nachdem die Herzvorhöfe angeschwollen waren, wurden beide mit einer Schere eröffnet. 
Dann wurde fünf bis zehn Mal jeweils 5ml NaCl injiziert, bis die Leber hell geworden war, als 
nächster Schritt folgte die mehrmalige Perfusion mit jeweils 5ml PFA. Das wurde ca. zehn bis 
fünfzehn Mal wiederholt, bis Hals und Schwanz der Maus steif geworden waren.  
Der Kopf wurde vom Körper abgetrennt, der Schädel eröffnet und das Gehirn entnommen. 
Vom Körper der Maus wurden folgende Organe bzw. Gewebe entnommen: Herz, Lunge, Le-
ber, Magen, Darm, Niere, Milz, Hoden/Ovar, Haut und Skelettmuskel. Alle Organe wurden in 
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PFA für 24 h nachfixiert und dann für die weitere Bearbeitung in PBS mit Na-Azid 0,01% 
aufbewahrt.  
Für die Methoden Sandwich-ELISA und Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte die Präpa-




Bei der immunhistochemischen Markierung können Proteine in Geweben bzw. Zellen 
sichtbar gemacht werden. Dafür nutzt man markierte Antikörper. Es gibt verschiedene 
Methoden, die aber alle nach dem gleichen Grundprinzip funktionieren: der Antigen-Antikör-
per-Reaktion. Die verschiedenen Antikörper erkennen – mehr oder weniger spezifisch – be-
stimmte Epitope der zu detektierenden Proteine.  
Im Zuge dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoden angewandt. Zunächst wurden in 
Paraffin eingebettete Schnitte für die Immun-Markierung genutzt. Da hierbei aber keine 
deutlichen Ergebnisse erzielt wurden aufgrund mehrerer Probleme (siehe Ergebnisteil), wur-
den im Anschluss flottierende Gefrierschnitte gefärbt. Dabei ergaben sich die besten Ergeb-
nisse bei der Markierung mit Antikörpern, die mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert 
waren bzw. bei der Immunfluoreszenzfärbung.  
Zu Beginn wurde jedoch die indirekte Methode (Beschreibung s.u.) verwendet. Bei dieser 
bindet ein primärer Antikörper am zu detektierenden Protein. Dieser Antikörper wiederum 
wird mit einem weiteren – dem Sekundärantikörper (Anti-IG-Spezies des Primärantikörpers) 
– erkannt. Der Sekundärantikörper ist mit einem Enzym verbunden, das durch Zugabe eines 
Chromogens zu einem Farbumschlag führt.  
Bei der Markierung handelte es sich um die Diamminobenzidin-Nickel-Färbung (DAB-Nickel). 
Die Antikörper waren gegen verschiedene Epitope des Tau-Proteins gerichtet. Außerdem 
wurde an flottierenden Schnitten eine Nervenfasermarkierung mit dem Antikörper β-III-
Tubulin durchgeführt. 
 
4.3.1 Immunhistochemie Teil 1: Markierung von in Paraffin eingebetteten Schnitten 
Zum Start des Arbeitsteils Immunhistochemie wurde vor allem mit in Paraffin eingebetteten 
Schnitten gearbeitet. Bei dieser Methode der Einbettung und Markierung ist der Gewebe-




Die perfundierten Organe wurden zunächst in Paraffin eingebettet, um sie dann schneiden 
zu können. Dabei wurden die Organe jeweils für eine bestimmte Zeit in der aufsteigenden 
Alkoholreihe, gefolgt von Methylbenzoat (entwässernd) und schließlich Paraffin inkubiert. 
Die Arbeitsschritte waren wie folgt:  
a. 1h in Aqua dest. I 
b. 1h in Aqua dest. II 
c. ½ h 70% Ethanol I 
d. ½ h 70% Ethanol II 
e. ½ h 85% Ethanol 
f. ½ h 96% Ethanol 
g. ½ h 100% Ethanol 
h. über Nacht in Isopropanol 
i. ½ h Methylbenzoat I 
j. ½ h Methylbenzoat II 
k. ½ h Methylbenzoat III 
l. über Nacht in Methylbenzoat plus Paraffin (1:1) bei 60°C 
m. 1h Paraffin I bei 60°C 
n. 1h Paraffin II bei 60°C 
o. 1h Paraffin III bei 60°C 
Infolge dieser Schritte wurden die Organe mit flüssigem Paraffin inkubiert, welches in das 
Gewebe eindrang. Die erstarrten Paraffinblöckchen konnten am Mikrotom geschnitten wer-
den.  
 
4.3.1.2 Schneiden der Paraffinblöcke 
Die Paraffinblöcke wurden in 5µm dünne Schnitte am Mikrotom geschnitten und auf Super-
frost©-Plus Objektträger aufgezogen.  
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Die Objektträger wurden dann noch für mindestens zwei Tage bei 37°C aufbewahrt, bevor 
man sie für die Färbung nutzen konnte.  
 
4.3.1.3 Immunhistochemische Markierung der Paraffinschnitte 
Die Färbung der Paraffinschnitte erfolgt auf dem Objektträger, d.h. man gibt sämtliche 
Lösungen direkt auf die Schnitte bzw. stellt die Objektträger in Küvetten mit den Lösungen.  
Zunächst mussten die Schnitte entparaffiniert und hydratisiert werden. Dafür kamen sie 
nacheinander für jeweils 10 Minuten in Küvetten mit Xylol mit steigender Reinheit des 
Xylols. Dann für jeweils 5 Minuten in Küvetten mit der absteigenden Alkoholreihe (100%, 
96%; 85%, 70%). Als nächster Schritt kamen die Objektträger noch in 70% Ameisensäure, 
darauffolgend wurden sie gründlich mit Aqua dest. gewaschen.  
Nach diesen Arbeitsschritten folgten die eigentlichen Färbeschritte. Die Schnitte wurden auf 
den Objektträgern mit einem Dako-Pen eingekreist, um direkt die Flüssigkeiten auftragen zu 
können. Es wurden jeweils ca. 50µl Flüssigkeit auf die Schnitte gegeben.  
a. Quench für 10 Minuten – 60% MeOH, 3% Wasserstoffperoxid 
b. dreimal Waschen für 5 Minuten in TBS-T (150mM Natriumchlorid, 10mM Tris-HCl, 
0,05% Triton-X 100) pH 7,4 
c. Block (TBS-T, 0,5% Esel-Neutralserum, 2% BSA (Bovine Serum Albumin) für 1h in einer 
feuchten Kammer 
d. Block abspülen mit TBS-T 
e. Primär-Antikörper auftragen (jeweilige Verdünnung in TBS-T + 1% BSA); Inkubation 
über Nacht in feuchter Umgebung 
f. am folgenden Tag zunächst den Antikörper abspülen 
g. dreimal Waschen für 5 Minuten in TBS-T 
h. Auftragen des sekundären Antikörpers in der jeweiligen Verdünnung in TBS-T und 1% 
BSA für mindestens 1h bei Raumtemperatur 
i. dreimal Waschen für 5 Minuten in TBS-T 
j. 5 Minuten Inkubation in 0,1M Tris-HCl pH 8 
k. DAB-Nickelfärbung mit 40mg Ni-Ammoniumsulfat in 10 ml 0,1M Tris-HCl pH8 und 200 
µl DAB und 5 µl Wasserstoffperoxid (30%) für 3 Minuten 
l. Waschen in TBS-T 
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Die verwendeten Antikörper befinden sich in Tabelle 2, 4 und 5 im Unterpunkt „Antikörper“. 
Die Schnitte wurden dann wiederum in die aufsteigende Alkoholreihe und Toluol gegeben 
und dann mit einem Deckgläschen eingedeckt mittels Entelan Harz.  
Unter dem Mikroskop wurden Bilder der Schnitte gemacht.  
 
4.3.2 Immunhistochemie Teil 2: Markierung von Kryoschnitten 
4.3.2.1 Schneiden der Organe 
Die in 30%iger Saccharose inkubierten Gewebe wurden mit dem Mikrotom geschnitten. 
Dafür wurden sie auf dem -30°C kalten Objekttisch mit Tissue-Tek fixiert und mit Saccharose-
Lösung (30%) umgeben und aufgefroren. Es wurde geschnitten, sobald die Organe ganz 
durchgefroren waren. Die Dicke der Schnitte betrug 30µm. Aufbewahrt wurden sie in PBS-
Natriumazid-Puffer (137mM Natriumchlorid, 1,7mM Kaliumchlorid, 12mM Phosphat, pH 7,4, 
0,1% Natriumazid) in 24-Well-Platten. Gelagert wurden diese Platten bei 4°C. 
 
4.3.2.2 Immunhistochemische Markierung der Kryoschnitte 
Bei allen folgenden Methoden wurden die Schnitte flottierend inkubiert. Die Arbeitsschritte 
wurden in 24-Wellplatten durchgeführt. 
 
4.3.2.3 Immunhistochemische Markierung – indirekte Methode 
Auch hier wurde zunächst die schon oben erwähnte indirekte Methode angewendet. Bei der 
Markierung handelte es sich wiederum um die DAB-Nickelfärbung. 
Dafür wurde in den gewählten Schnitten (Tau-Knockout-Maus und Wildtyp-Maus im Ver-
gleich) für zunächst 30 Minuten mit 60%igem Methanol plus 3% Wasserstoffperoxid die 
endogene Peroxidase-Aktivität gequencht. Daraufhin folgte ein Waschschritt, bei dem mit 
TBS-T (150mM Natriumchlorid, 10mM Tris-HCl, 0,05% Triton-X 100) jeweils dreimal für 5 
Minuten gewaschen wurde. Dann wurden für eine Stunde bei Raumtemperatur die Protein-
bindungsstellen geblockt. Der Blocker bestand aus 2% BSA und 0,5% Esel-Neutralserum in 
TBS-T. Nach einem weiteren Waschschritt folgte die Inkubation mit dem in TBS-T plus 1% 
BSA verdünnten Primärantikörper. Die verwendeten Primärantikörper sind in Tabelle 2 und 3 
aufgeführt. Außerdem wurde ein Kontrollschnitt mitgeführt, der keinen Primärantikörper er-
hielt, sondern stattdessen in gleicher Menge TBS-T.  
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Die Inkubation fand über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer statt. Am nächsten Tag 
folgte ein weiterer Waschschritt. Der sekundäre Antikörper (siehe Tabelle 5) inkubierte da-
nach 90 Minuten bei Raumtemperatur auf den Schnitten. Es wurde noch einmal gewaschen 
und daraufhin mit Extravidin in einer Verdünnung von 1:2000 für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert.  
Nach nochmaligem Waschen wurden die Schnitte in 0,1 M Tris/HCl pH 8,0 gelegt.  
Der letzte Schritt war dann die Färbung. Bei der DAB-Nickelfärbung wurden die Schnitte für 
mindestens 3 und maximal 10 Minuten in einer Lösung von 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 plus 40mg 
Nickel-Ammoniumsulfat plus 200µl DAB und 5µl Wasserstoffperoxid inkubiert. Die Gewebe 
verfärbten sich bei einer positiven Reaktion schwärzlich-braun.  
 
4.3.2.4 Markierung mit Horseradish Peroxidase (HRP) konjugierten Antikörpern 
Da die Antikörper eine starke Kreuzreaktivität aufwiesen (Markierung auch ohne Primär-
Antikörper), wurde eine weitere Methode angewendet. Bei dieser erfolgte die Markierung 
der Antigene durch einen Primär-Antikörper, der direkt mit Horseradish Peroxidase (HRP) 
konjugiert war. Die Zugabe eines Sekundär-Antikörpers und des Extravidins entfiel dadurch. 
HRP katalysiert bei der Verwendung chromogener Substanzen den Farbniederschlag dort, 
wo der Antikörper gebunden hat (z.B. DAB).  
Die Arbeitsschritte entsprachen der indirekten Methode. Es wurde allerdings weder ein Se-
kundärantikörper noch Extravidin hinzugegeben.  
Die Kontrolle des Systems erfolgte, indem ein Schnitt keinen Antikörper erhielt. Dieser färbte 
sich nicht.  
 
4.3.2.5 Immunfluoreszenzfärbung 
Um herauszufinden, ob sich die Färbung der HRP-konjugierten Antikörper mit der Färbung 
des neuronenspezifischen Antikörpers beta-III-Tubulin als Marker für Nervenfasern deckt, 
wurde eine Doppelmarkierung mit Fluoreszenzfarbstoffen durchgeführt.  
Hierbei entsprachen die Arbeitsschritte denen der indirekten Immunhistochemie. Mit fol-
genden Unterschieden:  
a. Da die Gewebe eine starke Autofluoreszenz aufwiesen, kamen sie zum Quenchen der 
Autofluoreszenz vor allen anderen Schritten für 20 Minuten in 0,5mM Kupfersulfat in 
50mM Ammoniumacetatpuffer pH 5,0 (Potter et al. 2012) 
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b. Es wurde ein Antikörpergemisch mit dem monoklonalen Maus-Antikörper 8F10 gegen 
Tau-Protein und dem polyklonalen Kaninchen-Antikörper beta-III-Tubulin als neuro-
nenspezifischer Antikörper benutzt  
c. Die sekundären Anti-Maus Ig und Kaninchen Ig-Antikörper waren fluoreszenzmarkiert 
(Cy 3, Cy 5) und wurden ebenfalls gemeinsam auf die Schnitte gegeben (s. Tabelle 4) 
 
4.3.2.6 Aufziehen und Eindecken der Schnitte 
Alle Schnitte mussten nach der Färbung auf Objektträger aufgezogen werden. Es wurden 
gelatinierte Objektträger verwendet. Das Aufziehen wurde in einer 1:1 Lösung aus PBS-Puf-
fer und Aqua dest. durchgeführt.  
Für die Entwässerung zum Eindecken am Objektträger wurden diese durch die aufsteigende 
Alkoholreihe prozessiert (70%, 85%, 96%, 100%), dann in Toluol inkubiert und schließlich ein-
gedeckt mit Entellan Harz (Merck®). 
 
4.4 Nachweis von Tau-Protein mittels Sandwich-ELISA 
4.4.1 Homogenisierung und Bradford-Proteinbestimmung 
Die entnommenen Organe wurden mit dem UltraTurrax© homogenisiert. Dafür wurden sie 
gewogen und so viel Lysepuffer hinzugefügt, damit ein 5%iges bzw. 10%iges Homogenat 
entstand. Der Lysepuffer setzte sich aus 20 mM Tris und 0,5 M NaCl in destilliertem Wasser 
bei einem pH-Wert von 7,4 zusammen mit 0,4% Triton und 5 mM EDTA. Auf jeweils 100 ml 
des Puffers wurde eine Complete-Tablette (Proteasen-Inhibitor, Roche© gegeben). Schwer 
zu homogenisierende Organe konnten mit dem Precellys Kugelmühle© bearbeitet werden. 
Dazu erfolgten drei Durchgänge à 15 Sekunden und 5000 rpm (Auf- und Abbewegungen) mit 
zwischenzeitlicher Kühlung auf Eis.  
Die Homogenate wurden dann 10 Minuten bei 4°C und mit 3000g zentrifugiert. Von der 1:20 
Verdünnung (mit Aqua dest.) des Überstandes wurde die Proteinbestimmung mittels Brad-
ford-Reagenz durchgeführt. Als Standard wurde eine BSA-Eichkurve (Rinder Serumalbumin) 
mitgeführt, die Proteinkonzentrationen von 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1 und 1,5 mg/ml aufwies. 
In die 96-Well-Platte wurden je 20µl Lysat aufgetragen, jeweils in Doppelbestimmung. Dazu 
wurden 80µl Bradfordreagenz gegeben, was einen Farbumschlag zur Folge hatte. Die Ex-
tinktion wurde bei 450nm und 630nm gemessen. Aus dem Quotienten aus beiden Werten 
(630nm/450nm) wurde mittels linearer Korrelation eine Eichgerade erstellt und daraus die 





4.4.2.1 Gesamt-Tau ELISA 
Für den ELISA wurden alle Gewebe auf einen Proteingehalt von 5mg/ml eingestellt, außer 
die Gewebelysate des Gehirns, die auf 0,1mg/ml eingestellt wurden. Die Verdünnungen 
wurden hierbei mit dem Verdünnungspuffer des 8F10-ELISA-Kits von Roboscreen© herge-
stellt (TBS plus 0,1% BSA plus 0,05% Tween20). 
Die so verdünnten Proben wurden auf die 96 Well Mikrotiterplatte aufgetragen. Das Proben-
volumen betrug 100µl pro Well.  
Als Standard wurde eine Tau-Oligomer-Eichkurve mit den Konzentrationen von 0,2, 0,4, 0,8 
und 1,6 ng/ml genutzt. Die 96 Well Mikrotiterplatte wurde über Nacht bei 4°C in einer 
feuchten Kammer inkubiert.  
Am darauffolgenden Tag wurde nach 5maligen Waschschritten von jeweils 2 Minuten mit 
dem Waschpuffer TBS-T plus 0,05% Tween20 das 1:30 verdünnte HRP-Konjugat aufgetragen. 
Dieses inkubierte für 1,5 h bei Raumtemperatur. Nach weiteren fünf Waschschritten folgte 
die Entwicklung mittels der TMB-Färbelösung (Tetramethylbenzidin, Wasserstoffperoxid, 
Färbepuffer) für mindestens 15 Minuten. Die Extinktion wurde ohne Abstoppen bei 630 nm 
gemessen.  
Vor der Inkubation mit dem DakoTau-Antikörper wurde daraufhin die vorhandene Peroxi-
daseaktikvität durch Inkubation mit 0,5% Natrium-Azid in H2O inaktiviert. Der polyklonale 
Tau-Antikörper wurde in einer 1:10.000 Verdünnung aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug 
1h bei Raumtemperatur. Als sekundärer Antikörper diente ein HRP-konjugierter Esel-Anti-
Kaninchen Ig-Antikörper (1:10.000), der nach einem weiteren Waschschritt für 45 Minuten 
inkubiert wurde. Die Farbentwicklung wurde wie vorher beschrieben, durchgeführt. Die 
Extinktion wurde ebenfalls bei 630 nm gemessen.  
 
4.5 Analyse der Isoformen mittels Endpunkt-RT-PCR 
Für die Analyse der Isoformenexpression in nichtneuronalen Geweben wurde die nicht-
quantitative RT-PCR genutzt. Dafür wurden Organe von nicht perfundierten Tau-Knockout 
und Tau-Wildtyp-Mäusen präpariert und bei -80°C aufbewahrt. 
In folgender Tabelle sind die verwendeten Primerpaare aufgeführt. Alle sind im Labor eta-
blierte Primer und wurden vor der Anwendung an den Organen am Mausgehirn getestet. Die 
Bezeichnung der Primer erfolgte nach der Hybridisierungsstelle in der Tau cDNA (z.B. E11F ist 




Tabelle 3  Liste der verwendeten Primerpaare 
 
Paar Primer Sequenz 
1 E11F 5'-CAAATAGTCTACAAGCCGGTGGAC-3' 
 E13R 5'-GAAGCAGACACTTCATCGGCTAG-3' 
2 E4Fb 5'-GAAGAAGCAGGCAT YGGAGACAC-3' 
 E4aR 5'-AGCAGGAAGTGGGACGGAAC-3' 
3 E5F 5'-GCCAGCAAAGACAGGACAGG-3' 
 E9R 5'-GCTGTAGCCGCTTCGTTCTCC-3' 
4 E1F 5'-GCTGACCCTCGCCAGGAGTTTG-3' 
 E5R 5'-CGTCATTTCCTGTCCTGTCTTTGC-3' 
5 E1Fb 5'-CGCCAGGAGTTTGACACAATGG-3' 
 E4R 5'-GGCTTGGTCCTCCTGGTT YG-3' 
6 E5F 5'-GCCAGCAAAGACAGGACAGG-3' 
 E11R 5'-GCTCAGGTCAACTGGTTTGTAGAC-3' 
 
4.5.1 RNA-Isolation 
Mit Hilfe des RNeasy Universal Mini Kit von Qiagen© wurde RNA aus jenen Organen isoliert, 
bei denen schon im Sandwich-ELISA Tau-Protein nachgewiesen wurde. Darunter waren das 
Herz, die Lunge, der Magen und Skelettmuskel. An die Silicagelmembran der Säulen des Kits 
bindet die RNA mit Hilfe eines Puffers (RWT-Puffer), wohingegen andere Moleküle nicht 
binden und abgewaschen werden. Mittels eines anderen Puffer (RPE-Puffer) wird die gebun-
dene RNA wieder abgewaschen und aufgefangen in RNAse-freiem Wasser.  
Erster Schritt war die Homogenisierung der Gewebe. Zunächst wurden 30 bis 50 mg des in 
flüssigem Stickstoff tiefgefrorenen Gewebes abgewogen. Die Homogenisierung erfolgte mit 
dem PreCellys Homogenizer©. Das hierfür verwendete Lyse-Reagenz war QIAzol. Dabei 
handelt es sich um eine monophasische Lösung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat. Die 
Lyse wird dadurch erleichtert und RNAsen werden inhibiert. Es wurden jeweils 900µl des 
Reagenz zu den Gewebeproben hinzugefügt. Die Homogenisierung erfolgte im PreCellys 
Homogenizer© in 2 Durchgängen à 15 Sekunden mit 5000 rpm (Auf-und Abbewegungen). 
Zwischendurch kamen die Proben jeweils für 2 Minuten auf Eis.  
Nachdem die Proben homogenisiert waren, wurden sie zunächst für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur ruhen gelassen, bevor erst 100µl gDNA Eliminator Lösung und dann 180µl 
Chloroform hinzugegeben wurden. Beide Male wurden die Proben ordentlich gemischt. 
Nach weiteren 2-3 Minuten wurden die Proben bei 12.000 g und 4°C für 15 Minuten zentri-
fugiert. So kam es zur Phasenbildung. In der obersten, farblosen Phase befand sich die RNA, 
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in der mittleren, weißen Phase befanden sich DNA und teilweise Proteine und in der 
unteren, roten, organischen Phase Bestandteile wie Kohlenhydrate und Proteine. Die wässri-
ge RNA-Phase wurde abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefäß gegeben. Es wurden un-
gefähr 600 – 700 µl RNA-Lösung gewonnen. Dazu wurden 600µl 70%iges Ethanol gegeben.  
Die Probe kam dann auf die Silicagel-Säulen des Kits und wurde für 15 Sekunden bei 8000g 
und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Rest der Probe 
aufgetragen. Es wurde ein weiteres Mal zentrifugiert. In zwei Waschschritten kamen 
zunächst 700µl RWT-Puffer und dann zweimal 500µl RPE-Puffer auf die Säule. Es folgte je 
eine Zentrifugation mit denselben Parametern wie zuvor, außer für den letzten Schritt, bei 
dem 2 Minuten lang zentrifugiert wurde. Nach diesem letzten Waschschritt wurden die 
Säulen in neue Sammel-Gefäße gesetzt, mit 30-50µl RNAse-freiem Wasser versetzt, um die 
RNA durch eine erneute Zentrifugation zu eluieren. Der Schritt wurde wiederholt und so 
erhielt man am Ende ca. 70µl isolierte RNA-Lösung 
 
4.5.2 Reverse Transkription und RT-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
4.5.2.1 Reverse Transkription 
Für die RT-PCR musste zunächst eine Reverse Transkription durchgeführt werden, um aus 
der mRNA cDNA herzustellen, die man für eine PCR einsetzen konnte.  
Diese Methode wurde durchgeführt für die aus den Geweben isolierte RNA. Der Ablauf war 
wie folgt:  
a. Bestimmung der RNA-Konzentration der Gewebe mittels NanoDrop, um das jeweilige 
Volumen zu ermitteln, das benötigt wurde für 1µg RNA in einem 6µl Ansatz. Die RNA-
Konzentrationen der Gewebe variierten von 256 µg/ml zu 1604 µg/ml, sodass die 
Volumina zwischen minimal 0,6µl und maximal 4µl schwankten  
b. Herstellung des Ansatzes für die Reverse Transkription bestehend aus je 0,5µl dNTP, 
0,5µl Primer (10 µm OligodT-Primer bzw. Random-Hexamer-Primer) und dem ent-
sprechenden Volumen an RNA. Um ein Gesamtvolumen von 6µl zu erhalten, wurde 
entsprechend mit a.d. (Braun©) aufgefüllt  
c. Inkubation für 5 Minuten bei 72°C. Denaturierung der RNA und Bindung der Primer an 
die RNA nach Abkühlung 
d. Zugabe von je 2µl 5xFirst Strand Buffer, 1µl 0,1M DTT und 0,5µl RNAsin (RNAse-
Inhibitor) 
e. a) Für die Reverse Transkriptase mit Oligo-dT: Inkubation für 2 Minuten bei 42°C. 
b) Für die Reverse Transkriptase mit Random-Hexamer-Primer: Inkubation für 10 
Minuten bei Raumtemperatur 
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f. Abkühlen auf Eis 
g. Zugabe von 0,5µl Reverse Transkriptase i.e. SuperScript II von Invitrogen 
h. Inkubation für 50 Minuten bei 42°C. Umschreiben der mRNA zu cDNA 
Im Anschluss erfolgte die nicht-quantitative Endpunkt-RT-PCR mit der cDNA 
Bevor die Gewebe untersucht wurden, wurden zunächst die Primer mit der cDNA des 
Gehirns einer Wildtyp-Maus getestet.  
 
4.5.2.2 RT-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
Die in der reversen Transkription erhaltene cDNA wurde für eine Endpunkt-PCR verwendet. 
Dafür wurden je 40µl einer Lösung bestehend aus RNAse-freiem Wasser und dem Mastermix 
HotStart Taq plus (Bestandteile: HotStarTaqPolymerase [5 U/µl], PCR Puffer [1,5mM MgCl2) 
und dNTPs (je 200µM)] in einem Verhältnis 1:1 mit 1µl der entsprechenden cDNA versetzt. 
Von diesem Ansatz kamen je 18µl in ein Reaktionsgefäß. Dann wurden die Primerpaare 
hinzugegeben (je 10µM). Das Volumen betrug 1µl für Vorwärts- und Rückwärtsprimer, so 
dass am Ende in jedem Reaktionsgefäß 20µl Ansatz vorhanden waren. Die Primerpaare sind 
der oben gezeigten Tabelle 3 zu entnehmen.  
Die RT-PCR erfolgte im Eppendorf-Blockcycler mit folgenden Schritten: 
a. Aktivierung der Hotstart Polymerase: 6 Minuten bei 95°C 
b. 15 Sekunden bei 95°C → Denaturierung der DNA 
c. 20 Sekunden bei 58°C → Annealing 
d. 45 Sekunden bei 72°C → Elongation 
e. 7 Minuten bei 72°C → Finale Elongation  
Schritte b bis d wurden 34mal wiederholt.  
 
4.5.2.3 DNA-Agarosegelelektrophorese 
Um das Produkt der RT-PCR zu analysieren, wurde eine DNA-Agarosegelelektrophorese 
durchgeführt. Für das Gießen des Gels wurden 100ml TAE-Puffer (40mM Tris-(hydroxy-
methyl)-aminomethan, 40mM Acetat, 1mM EDTA) mit 1g Agarose gemischt und zum Sieden 
gebracht. Dem auf ca. 60-70°C abgekühlten Gemisch wurden 10 µl von 5mg/ml 
Ethidiumbromid hinzugefügt, um auf eine Endkonzentration von 0,5µg/ml zu kommen. 
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Gegossen wurde das Gel in einen Gelträger, bis es fest wurde. Für die Elektrophorese wurde 
das Gel in die Laufkammer überführt. Die Proben wurden für das Auftragen mit 10fachem 
Auftragspuffer (30% Glycerin, 40% Saccharose, 50mM EDTA, 0,001% Xylencyanol, 0,001% 
Bromphenolblau) versetzt. Es wurden je 10µl Probe in die Probentaschen des Gels gegeben. 
Als Standardkontrolle wurde außerdem Smartladder Small Fragment (Eurogentec©) aufge-
tragen – ein Gemisch aus standardisierten DNA-Fragmenten (in 100 bp Schritten). Die 
Spannung betrug konstant 120V und die Elektrophorese lief ca. 50-60 Minuten. Das an die 




Für die immunhistochemischen Methoden wurden vor der Färbung der Organe immer die 
Antikörper an Schnitten vom Gehirn von Mäusen getestet. Der Test der Antikörper für die in 
Paraffin eingebetteten Schnitte erfolgte außerdem an Schnitten des menschlichen Gehirns 
von an Alzheimer erkrankten Patienten. Eine Vielzahl an Antikörpern wurde – teils auch in 
unterschiedlichen Verdünnungen, getestet. Die am besten geeigneten wurden nach den 
Tests für die Aufnahme und Auswertung der Schnitte verwendet (siehe Ergebnisteil).  
 
4.6.1 Antikörper für die Immunhistochemie 
Tabelle 4  Primärantikörper für Immunhistochemie an Organen, Paraffinschnitte und  
Kryoschnitte, 1nur für Kryoschnitte  
 
Antikörper Typ und Spezies Hersteller Verdünnung 
8F10 anti-Tau Maus monoklonal AJ Roboscreen 1:100 (Paraffin) 
1:1000 (Kryo) 
12C2 anti-Tau Maus monoklonal AJ Roboscreen 1:100 (Paraffin) 
1:1000 (Kryo) 
Aviva 103 anti-Tau Kaninchen polyklonal Aviva 1:100 (Paraffin) 
1:1000 (Kryo) 
7E5 anti-Tau Maus monoklonal AJ Roboscreen 1:100 (Paraffin) 
1:1000 (Kryo) 
8F10-HRP1 HRP-konjugiert, anti-Tau Maus 
monoklonal 
AJ Roboscreen 1:500 und 1:333 
12C2-HRP1 HRP-konjugiert, anti-Tau Maus 
monoklonal  
AJ Roboscreen 1:500 und 1:333 
7E5-HRP1 HRP-konjugiert, anti-Tau Maus 
monoklonal 
AJ Roboscreen 1:500 und 1:333 





Tabelle 5  Primärantikörper für Immunhistochemie an Mausgehirn; Test der Antikörper,  
  Kryoschnitte  
 
Antikörper Typ und Spezies Hersteller Verdünnung 
Aviva 104 anti-Tau Kaninchen polyklonal Aviva 1:1000 
Dako-Tau anti-Tau Kaninchen polyklonal Dako 1:3000 
4B9 anti-Tau Maus monoklonal AJ Roboscreen 1:500 
4B5 anti-Tau Maus monoklonal AJ Roboscreen 1:500 
11E2 anti-IgG Maus AJ Roboscreen 1:500 
STH 109 anti-Tau Kaninchen polyklonal AG Holzer 1:1000 
March 7 anti-Tau Kaninchen polyklonal AG Holzer 1:1000 
 
 
Tabelle 6  Primärantikörper für Immunhistochemie an in Paraffin eingebetteten 1humanen  
  Hirnschnitten (Patienten mit AD und gesunde Kontrollen) und 2Mausgehirn zum Test  
der Antikörper  
 
Antikörper Typ und Spezies Hersteller Verdünnung 
AT81+2 anti-Tau Maus monoklonal ThermoScientific 1:500 u. 1:100 
4B52 anti-Tau Maus monoklonal AJ Roboscreen 1:100 
Dako-Tau1 anti-Tau Kaninchen polyklonal Dako 1:200 
 
 
Tabelle 7  sekundäre Antikörper für die Immunhistochemie, Paraffinschnitte und Kryoschnitte,  
  1Fluoreszenzfärbung  
 
Antikörper Typ Hersteller Verdünnung 
Donkey anti-mouse IgG polyklonal Dianova 1:1000 
Biotin-SP-konjugierter Esel anti- 
IgG Kaninchen 
polyklonal Dianova 1:1000 
Ziege anti-HRP-Cy31 polyklonal Dianova 1:1000 
Donkey anti-rabbit-Cy2 IgG1 
Alexa Fluor 488-konjugiert 
polyklonal Dianova 1:1000 
Donkey-anti-rabbit-Cy5 IgG1 
Alexa Fluor 647-konjugiert 





Tabelle 8  Primärantikörper für Sandwich-ELISA  
 
Antikörper Typ und Spezies Hersteller Verdünnung 
8F10 anti-Tau Maus monoklonal Roboscreen 1:2000 
Dako-Tau anti-Tau Kaninchen polyklonal Dako 1:10.000 
BT2 Anti-Tau Maus monoklonal Pierce 1:1000 






5.1 Quantifizierung des Tau-Proteins mittels Sandwich-ELISA 
Die Methode des Sandwich-ELISAs (Enzyme-linked immunosorbent Assay) dient der 
Detektion und Quantifizierung von Proteinen (in diesem Fall des Tau-Proteins) oder anderen 
Molekülen mittels spezifischer Antikörper. Der Fangantikörper bindet an ein Epitop des Tau-
Proteins. Der verwendete Detektionsantikörper bindet wiederum an das gebundene Antigen 
des Fangantikörpers an einem anderen Epitop. Nach Bindung des Peroxidase-Enzym-Konju-
gates wird über eine enzymatisch vermittelte Farbreaktion die Menge an gebundenem Anti-
gen nachweisbar. Mittels Platten-Photometers kann diese Farbreaktion gemessen und durch 
eine Eichkurve in eine Proteinkonzentration umgerechnet werden.  
Es wurden verschiedene Sandwich-ELISA angewendet:  
Variante 1): Ein Sandwich-ELISA mit der Kombination aus 8F10 als Fangantikörper mit einem 
polyklonalen Tau-Antikörper (Dako), der mehrere Epitope auf dem Tau-Protein erkennt, als 
Detektionsantikörper. Dieser ist ein Gesamt-Tau-ELISA, auch wenn möglicherweise aggre-
giertes Tau bevorzugt an der Mikrotiterplatte gebunden wird, da Tau-Aggregate, im Ver-
gleich zu Tau-Monomeren, mehr 8F10-Bindungsstellen besitzen.  
Der polyklonale Tau-Antikörper (Dako) wurde aus dem Kaninchen gewonnen und bindet an 
mehreren Sequenzabschnitten in der Mikrotubuli-Bindungsdomäne. Durch diese Antikörper-
Kombination werden vor allem Gesamt-Tau und C-terminale Tau-Fragmente detektiert 
(Abbildung 2).  
 
Variante 2): In einem weiteren ELISA wurde der monoklonale anti-Tau 7E5 als Fang-
antikörper mit dem kommerziellen HRP-konjugierten Tau Antikörper BT2 (Pierce) kom-
biniert. Beide Epitope des Fang- und des Detektions-Antikörpers sind hier in der zentralen 
Domäne des Tau-Proteins benachbart (aa 175-220) und können daher auch Tau-Fragmente 




8F10 anti-Tau Maus monoklonal 
Y Y Y  
Dako-Tau Anti-Tau Kaninchen polyklonal  





Die Quantifizierung erfolgte bei allen Varianten anhand einer Eichkurve von rekombinantem, 
gereinigtem Tau-Protein (Abbildung 6). Verglichen wurden die homogenisierten und aufge-
arbeiteten Gewebe von Tau-KO Mäusen, Tau-WT Mäusen. Mit dem Gesamt-Tau-ELISA (Va-
riante 1) wurde in den nicht-neuronalen Geweben die Tau-Konzentration bestimmt. 
Der Gesamt-Tau-ELISA (Variante 1) zeigte deutliche Unterschiede in der Tau-Protein-Kon-
zentration zwischen Knockout und Wildtyp. Als Kontrolle für die Spezifität der ELISA dienten 
die Tau-Knockout-Tiere. Hier konnte keine Immunreaktivität detektiert werden und es 
konnte sicher zwischen Knockout- und Wildtyp-Tier unterschieden werden (Abbildung 4).  
Die Auswertung dieses ELISAs zeigte die höchsten Werte von Tau-Protein in den Geweben 
der Tau-WT Reihe außerhalb des ZNS in der Lunge, im Herzen, im Skelettmuskel und in der 
Haut. Die Konzentration an Tau-Protein bewegte sich zwischen 6,8 ng/ml pro 5 mg Gesamt-
protein in der Lunge und 2,0 ng/ml pro 5 mg Gesamtprotein in der Haut (Abbildung 4). Noch 
niedrigere, aber messbare Werte konnten in Niere, Magen und Milz bestimmt werden.  
Zum Vergleich wurden im ELISA ebenfalls Gehirne von Tau-KO und Tau-WT-Mäusen ana-
lysiert. Die in der WT-Reihe gemessene Gesamtkonzentration von Tau-Protein lag bei durch-
schnittlich 12850 ng/5 mg Gesamtprotein (die Konzentration von Tau-Protein im Herzen 
entspricht somit ca. 0,04% der Konzentration von Tau-Protein im Gehirn).  
In weiblichen Tieren wurden höhere Werte von Tau-Protein gemessen im Vergleich zu 
männlichen Tieren (Abbildung 5). Die Protein-Konzentration wurde errechnet durch die Hilfe 
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Abbildung 4  Gesamt-Tau ELISA, Tau-Protein Konzentration in Tau-WT und Tau-KO Mäusen in  
ng Tau-Protein/5mg Gesamtproteingehalt, Mittelwert von Weibchen und Männchen,  




Abbildung 5  Gesamt-Tau ELISA, Tau-Protein Konzentration in weiblichen und männlichen Tau-WT  
Mäusen in ng Tau-Protein/5mg Gesamtproteingehalt, grün: Weibchen Tau-WT (n=4),  
gelb: Männchen Tau-WT (n=6), Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung 































































5.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Markierung 
Durch die immunhistochemische Markierung mittels Enzym- oder Fluoreszenz-markierter 
Antikörper werden die Strukturen (Zellen, Gewebe) sichtbar gemacht, die das Tau-Protein 
exprimieren. Die Antikörper binden spezifisch Tau-Protein, dies wurde am Westernblot ge-
testet. Es handelt sich hierbei um eine Antigen-Antikörper-Reaktion. 
Wie beim ELISA bindet bei der indirekten Färbemethode ein unkonjugierter primärer 
Antikörper das zu detektierende Protein. An diesen Antikörper bindet ein Peroxidase-
konjugierter Sekundärantikörper, der gegen die Immunglobulin-Spezies des Primäranti-
körpers gerichtet ist. Durch die Zugabe eines Chromogens kommt es zu einem Farb-
niederschlag.  
Es gibt allerdings auch die Möglichkeit, den Primärantikörper direkt mit Meerrettich-
Peroxidase zu koppeln, um eine mögliche Kreuzreaktivität des Sekundärantikörpers auszu-
schließen.  
Auf den vorhergehenden Ergebnissen des ELISA aufbauend, wurden die immunhisto-
chemischen Untersuchungen an den nicht-neuronalen Geweben durchgeführt, die eine 
relativ hohe Konzentration von Tau-Protein aufwiesen. Das Augenmerk lag v.a. auf Herz-
muskel, Lunge und Skelettmuskel.  
Zunächst folgten mehrere Versuche, paraffineingebettete Schnitte zu färben. Diese Methode 
verspricht einen sehr guten Gewebeerhalt und damit histologische Genauigkeit. Allerdings 
sind nicht alle Antikörper gut paraffingängig und durch die Vorbehandlung der Schnitte bzw. 
Gewebe ist es auch möglich, dass Epitope zerstört oder maskiert werden. Die Markierungen 
mit Tau-spezifischen Antikörpern erbrachten keine auswertbaren Ergebnisse. Es kam 
lediglich zu leichten unspezifischen Hintergrundfärbungen bzw. Kernanfärbungen, die aber 






Abbildung 7  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-KO-Maus mit dem monoklonalen  
Tau-Antikörper 8F10, Paraffineinbettung, Maßstabsbalken 20 µm 
 
 
Abbildung 8  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen  




Im nächsten Schritt wurden die Gewebe nicht mehr in Paraffin eingebettet, sondern per 
Gefrierschnitt aufgearbeitet. Die Färbung erfolgte an flottierenden Schnitten, die nicht be-
reits am Objektträger aufgezogen waren, sondern in den Reagenzien schwimmend inkubiert 
wurden. Dies hatte den Vorteil der besseren Zugänglichkeit der Antikörper zu den Epitopen. 
Die Färbung wurde mit verschiedenen Antikörpern durchgeführt (Tabelle 4). 
Die indirekte Methode (s.o.) zeigte unspezifische starke Farbreaktionen. So färbte sich so-
wohl in Wildtyp-Mäusen, wie auch in Knockout-Mäusen das gesamte Gewebe, v.a. auch die 
Zellkerne, stark an. Eine Differenzierung zwischen beiden Typen war nicht möglich 
(Abbildung 9, Abbildung 10).  
Dieser starke Hintergrund war möglicherweise dadurch bedingt, dass der Ziege Anti-Maus-
IgG Sekundär-AK, der zur Detektion des gebundenen monoklonalen Maus-Antikörper 8F10 
verwendet wurde, im Maus-Gewebe eine Kreuzreaktivität mit Ig-ähnlichen Molekülen auf-
wies.  
Durch mehrere Tests (Weglassen des Primärantikörpers, Weglassen des Sekundär-
antikörpers) stellte sich heraus, dass der Sekundärantikörper am wahrscheinlichsten für 
diese Kreuzreaktivität verantwortlich war. Auch ohne Primärantikörper kam es durch die 
alleinige Zugabe des Sekundärantikörpers zur Färbung des Gewebes.  
Um dieses Problem zu umgehen, wurden Primärantikörper verwendet, die mit Meerrettich-
Peroxidase (HRP) direkt gekoppelt waren. Dadurch ließ sich das zu detektierende Tau-
Protein direkt, ohne Kopplung über einen Sekundärantikörper, markieren. Diese Methode 
führte zur Markierung spezifischer Strukturen im Gewebe. In den Tau-Knockout-Tieren kam 
es zu keiner Markierung von Strukturen. Die deutlichsten Ergebnisse wurden mit dem 
monoklonalen Tau-Antikörper 8F10-HRP erzielt, sodass dieser für die weiteren Färbungen 






Abbildung 9  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-KO-Maus mit dem polyklonalen  
Tau-Antikörper aviva103, Maßstabsbalken 20 µm 
 
 
Abbildung 10  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem polyklonalen  





Am Herzmuskel zeigten sich die deutlichsten Ergebnisse, in vielerlei Hinsicht. Das Schneiden 
des Gewebes war sehr gut möglich, sodass der Gewebeerhalt vergleichbar war mit Paraffin-
schnitten. Die Markierung ließ gute und relativ eindeutige Interpretationen zu. Durch die 
problemlose Bearbeitung des Gewebes wurden am Herzmuskel alle Antikörper der Tabelle 4 
getestet. Außerdem testete ich verschiedene Methoden der Vorbehandlung, wie z.B. den 
Einfluss von verschieden hohem Salzgehalt der verwendeten Puffer. Auch der 8F10-HRP-
konjugierte Antikörper wurde zuerst am Herzmuskel getestet. Durch die Ergebnisse an 
diesem Gewebe entschied man sich für die weiteren Färbungen für den monoklonalen 8F10-
HRP Antikörper.  
Im Vergleich zu den Kontrollen (Tau-KO, Abbildung 11) wurden im Herzmuskel Strukturen 
markiert, die Nervenfasern sehr ähnlich sahen. (Abbildung 12, Abbildung 13) Um diese Ver-
mutung zu kontrollieren, wurden Schnitte vom Herzmuskel mit einem Antikörper gegen ein 
für Nervenfasern spezifisches Protein – dem β-III-Tubulin, versetzt (Abbildung 14). Diese 
Färbung bestärkte die Annahme, dass es sich bei den 8F10-markierten Strukturen ebenfalls 
um periphere Nervenfasern handelte. Im Herzmuskel der Tau-KO Maus wurden diese 
Strukturen durch 8F10-HRP nicht markiert.  
 
 
Abbildung 11  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-KO-Maus mit dem monoklonalen  





Abbildung 12  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen  
Tau-Antikörper 8F10-HRP, Gefrierschnitt, Maßstabsbalken 20 µm * AK-Markierung 
 
 
Abbildung 13  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen  





Abbildung 14  DAB-Immunhistochemie am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem polyklonalen  




Im Lungengewebe waren die Markierungen nicht so klar zu interpretieren wie im Herz-
muskel. Zwar wurden vereinzelt Nerven-ähnliche Strukturen markiert. Diese lagen vor allem 
in den Wänden der Bronchien (Abbildung 17). Allerdings wurden weitere Strukturen, ver-
mutlich Pneumozyten, in den Alveolenwänden markiert (Abbildung 16, Abbildung 18). Die 
histologische Deutung war nicht sicher, da der Gewebeerhalt nicht ideal war. Dies kann 
einerseits an der Art der Fixierung und Aufarbeitung liegen, andererseits auch an teilweise 
pathologisch veränderten Lungen älterer Mäuse, im Sinne einer Pneumonie oder Fibrose. 
Das ist keine Seltenheit bei älteren Zucht-Tieren (Rand et al., 2002). Für die Schnitte 
bedeutete das, dass die ansonsten zarten Alveolenwände nicht sicher zu differenzieren wa-





Abbildung 15  DAB-Immunhistochemie der Lunge der Tau-KO-Maus mit dem monoklonalen Tau- 
Antikörper 8F10-HRP, Gefrierschnitt, Maßstabsbalken 20 µm 
 
 
Abbildung 16  DAB-Immunhistochemie der Lunge der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen Tau- 





Abbildung 17  DAB-Immunhistochemie der Lunge der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen Tau- 
Antikörper 8F10-HRP, Gefrierschnitt, Maßstabsbalken 10 µm,  
*AK-Markierung, Anschnitt Bronchus  
 
 
Abbildung 18  DAB-Immunhistochemie der Lunge der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen Tau- 




Die Schnitte des Skelettmuskels zeigten den schlechtesten Gewebeerhalt. Das vorrangige 
Problem bestand hier im Schneiden. Für die bestmöglichen Ergebnisse sollte man den Mus-
kel genau längs bzw. genau quer schneiden. Bei sehr kleinen Gewebestücken war das nicht 
durchgängig möglich. So wurden auch die Schnitte sehr klein und faserten leicht ausein-
ander. Die Immunhistochemie am Skelettmuskel erlaubt deshalb nur limitierte Aussagen. 
Dennoch konnte man Antikörper-markierte Strukturen, ebenfalls im Sinne von Nervenfasern 
ausmachen. Außerdem fiel eine stärkere Färbung der Myozyten an sich auf. (Abbildung 19, 
Abbildung 20, Abbildung 21) 
 
 
Abbildung 19  DAB-Immunhistochemie am Skelettmuskel der Tau-KO-Maus mit dem monoklonalen  





Abbildung 20  DAB-Immunhistochemie am Skelettmuskel der Tau-KO-Maus mit dem monoklonalen  
Tau-Antikörper 8F10-HRP, Gefrierschnitt, Maßstabsbalken 100 µm 
 
 
Abbildung 21  DAB-Immunhistochemie am Skelettmuskel der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen  
Tau-Antikörper 8F10-HRP, Gefrierschnitt, Maßstabsbalken 100 µm 




Zur sicheren Klärung, ob es sich bei den markierten Strukturen tatsächlich um periphere 
Nervenfasern handelte, wurde als weitere Methode eine Doppelmarkierung mittels Fluores-
zenz-konjugierten sekundären Antikörpern durchgeführt.  
Es wurden die Antikörper anti-Tau 8F10-HRP und anti-β-III-Tubulin miteinander kombiniert 
und durch Fluoreszenz-markierte Sekundärantikörper sichtbar gemacht. Der Antikörper ge-
gen β-III-Tubulin ist spezifisch gegen Nervenfasern gerichtet.  
Auch bei dieser Methode sah man am Herzmuskel die deutlichsten Ergebnisse: Die Mar-
kierungen von Nervenfasern mit β-III-Tubulin deckten sich mit den 8F10-HRP-Markierungen 
im Wildtyp-Tier (Abbildung 25, Abbildung 26 und Abbildung 27). Zusätzlich konnte man aber 
auch eine stärkere Hintergrundfärbung im Wildtyp-Tier erkennen im Vergleich zur Kontrolle 
(Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 24). Dies lässt vermuten, dass Tau-Protein durchaus 
auch noch in anderen Zellen des Herzen vorkommt, in den Kardiomyozyten selbst.  
In der Lunge waren die Ergebnisse der Doppelmarkierung wiederum schwieriger zu deuten. 
Wie am Herzmuskel sah man eine stärkere Hintergrundfärbung des Wildtyp-Gewebes, auch 
die Pneumozyten zeigten wieder eine 8F10-HRP-Markierung. Die Überlappung der Mar-
kierung durch β-III-Tubulin und 8F10-HRP war nicht so deutlich wie am Herzmuskel 
(Abbildung 31, Abbildung 32 und Abbildung 33).  
In jedem Fall aber gab es eine signifikant stärkere Färbung der Gewebe der Wildtyp-Tiere im 
Vergleich zu den Knockout-Tieren (Abbildung 28, Abbildung 29, Abbildung 30).  
Aufgrund der an früherer Stelle bereits erwähnten Probleme bei der Aufarbeitung des Ske-






Abbildung 22  Immunfluoreszenzmarkierung am Herzmuskel der Tau-KO-Maus mit dem  
polyklonalen β-III-Tubulin Antikörper, Cy3-markiert, Maßstabsbalken 200 µm 
 
 
Abbildung 23  Immunfluoreszenzmarkierung am Herzmuskel der Tau-KO-Maus mit dem  





Abbildung 24  Immunfluoreszenzmarkierung am Herzmuskel der Tau-KO-Maus mit dem  
polyklonalen beta-III-Tubulin Antikörper und dem monoklonalen Tau-Antikörper  
8F10-HRP, Überlagerung Cy3 und Cy5, Maßstabsbalken 200 µm 
 
 
Abbildung 25  Immunfluoreszenzmarkierung am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem polyklona- 




Abbildung 26  Immunfluoreszenzmarkierung am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem  
monoklonalen Tau-Antikörper 8F10-HRP, Cy5-markiert, Maßstabsbalken 200 µm 
 
 
Abbildung 27  Immunfluoreszenzmarkierung am Herzmuskel der Tau-WT-Maus mit dem polyklona-  
len β-III-Tubulin Antikörper und dem monoklonalen Tau-Antikörper 8F10-HRP,  




Abbildung 28  Immunfluoreszenzmarkierung der Lunge der Tau-KO-Maus mit dem polyklonalen β- 
III-Tubulin Antikörper, Cy3-markiert, Maßstabsbalken 100 µm, *AK-Markierung 
 
 
Abbildung 29  Immunfluoreszenzmarkierung der Lunge der Tau-KO-Maus mit dem monoklonalen  





Abbildung 30  Immunfluoreszenzmarkierung der Lunge der Tau-KO-Maus mit dem polyklonalen β- 
III-Tubulin Antikörper und dem monoklonalen Tau-Antikörper 8F10-HRP,  
Überlagerung Cy3 und Cy5, Maßstabsbalken 100 µm  
 
 
Abbildung 31  Immunfluoreszenzmarkierung der Lunge der Tau-WT-Maus mit dem polyklonalen β- 




Abbildung 32  Immunfluoreszenzmarkierung der Lunge der Tau-WT-Maus mit dem monoklonalen  
Tau-Antikörper 8F10-HRP, Cy5-markiert, Maßstabsbalken 100 µm, * AK-Markierung 
 
 
Abbildung 33  Immunfluoreszenzmarkierung der Lunge der Tau-WT-Maus mit dem polyklonalen β- 
III-Tubulin Antikörper und dem monoklonalen Tau-Antikörper 8F10-HRP,  
Überlagerung Cy3 und Cy5, Maßstabsbalken 100 µm, *AK-Markierung   
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5.3 Ergebnisse der Isoformen-Analyse des Tau-Proteins mittels RT-PCR 
Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation bestimmter DNA-Sequenzen, die da-
raufhin in einer Gelelektrophorese nach ihrer Größe aufgetrennt werden können. Die Selek-
tivität der Amplifikation wird durch die Primer-Sequenzen bestimmt. Zur Detektion spe-
zifischer mRNA und deren Sequenzierung müssen die RNA-Abschnitte vorher durch eine 
Reverse Transkription in cDNA-Stränge umgeschrieben werden (RT-PCR). Diese Methode 
diente der Analyse der Isoformen des Tau-Proteins, die durch alternatives Spleißen entste-
hen. Die im Labor etablierten Primer-Paare (Tabelle 3) wurden zunächst noch einmal am 
Gehirn von Tau-Wildtyp-Tieren getestet. (Abbildung 36) 
Ein einziges Gen im menschlichen Genom (auf Chromosom 17q21) kodiert für das Tau-Pro-
tein. Es enthält 16 Exone. Durch alternatives Spleißen dieses Gens entstehen zunächst ver-
schiedene mRNAs, die danach zu den sechs niedermolekularen (45-65 kDa) Isoformen des 
Tau-Proteins des ZNS und den zusätzlichen zwei Isoformen des PNS (hochmolekulares 
„BigTau“, 110-120 kDa) translatiert werden (Goedert et al. 1989, Nunez et al., 1994) 
(Abbildung 34).  
Mit den unterschiedlichen Primer-Paaren lassen sich Fragmente dieser Isoformen ampli-
fizieren. Alternativ gespleißt werden Exon 2 und 3, sowie Exon 10. Das alternative Spleißen 
von Exon 4a bzw. Exon 6 ist charakteristisch für das hochmolekulare Tau-Protein im PNS. In 
Tabelle 11 sind die zu erwartenden Größen der verschiedenen Isoformen aufgeführt, wie sie 
in der Gelelektrophorese zu sehen wären. Tabelle 9 zeigt eine Übersicht der alternativ ge-
spleißten Exone in den untersuchten Geweben. Bei der Analyse der Gewebe ergaben sich die 
in Tabelle 11, Tabelle 12 und Tabelle 13 im Anhang aufgezeigten Produkte. Es lassen sich 
einige Isoformen, die im ZNS vorkommen, ebenfalls in Herz, Lunge und Skelettmuskel 
nachweisen. Ausnahme ist das 3R-Tau (keine Inklusion des Exon 10).  
Das hochmolekulare „Big-Tau“ mit Inklusion des Exons 4a ist nachweisbar, die ebenfalls für 
das PNS typische Isoform mit zusätzlicher Inklusion des Exon 6 dagegen nicht. (Der Nachweis 
dieser hochmolekularen Isoform ist bisher v.a. im Genom der Ratte erfolgt (Nunez et al., 
1994)). 
Im Skelettmuskel der Wildtyp-Maus wurde durch das Primer-Paar E5F/E9R ein ca. 480 bis 
500 Basenpaare langes Produkt detektiert (Abbildung 35, Abbildung 40). Dieses Produkt lässt 
sich nicht durch die im Maus-Genom bekannten Exone erklären. Bei dieser Kombination der 
Primer wäre ein 213 oder 411 bp langes Produkt zu erwarten gewesen, je nachdem, ob Exon 
6 enthalten ist oder nicht. Im Skelettmuskel scheint es also eine weitere Isoform zu geben, 
die bisher für das Maus-Genom oder auch für das humane Genom des Tau-Proteins nicht 
beschrieben wurde. Um diese amplifizierte DNA-Sequenz genau zu analysieren, wurde 
dieses PCR-Produkt sequenziert. Wie die DNA-Analyse zeigt, wird in dieser Isoform ein zu-
sätzliches Exon exprimiert.  
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Diese Sequenz hat eine Analogie zum Exon 8, dessen Splicing und Expression bisher nur in 
der Kuh und dem Rhesus-Affen beschrieben wurde (Chen et al., 1994). 
Für den Menschen ist die Anwesenheit des Exon 8 bisher nicht beschrieben. Analog der 
Arbeit von Chen et al. wird dieses Exon ab dieser Stelle Exon 8 genannt (Abbildung 35). 
 
 
Abbildung 34  schematische Darstellung Big-Tau 
 
 
Abbildung 35  schematische Darstellung Tau-Protein Isoform plus Exon 8 
 
Tabelle 9  Übersicht der alternativ gespleißten Exone in den untersuchten Geweben 
 
 Exon 2 Exon 3 Exon 4a Exon 6 Exon 8 Exon 10 
ZNS x x    x 
Herzmuskel x x x   x 
Lunge x x x   x 
Skelettmuskel x x x  x x 
 
 




Abbildung 37  RT-PCR, Primer-Paar 5F/11R, Herz, Lunge, Skelettmuskel Tau-WT, Skelettmuskel Tau-








Abbildung 39  RT-PCR, Primer-Paare E11F/E13R (Darstellung aller Isoformen) und E1Fb/E4R  




Abbildung 40  RT-PCR, Primerpaar E4Fb/E4aR (alternatives Spleißen Exon 4a), Primerpaar E5F/E9R  







Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung nicht-neuronaler Gewebe auf das 
Vorhandensein von Tau-Protein. Diese Untersuchung habe ich auf verschiedenen Ebenen 
durchgeführt: durch die Quantifizierung des Tau-Protein-Moleküls mittels ELISA, die Lokali-
sation der Tau-Proteine mittels Immunhistochemie und den Nachweis verschiedener Tau 
mRNA-Spleißvarianten durch RT-PCR.  
Die folgenden Fragestellungen sollten im Laufe der Arbeit beantwortet werden.  
 
6.1 In welchen nicht-neuronalen Geweben ist Tau-Protein nachweisbar und in 
welchen Konzentrationen ist es nachweisbar (im Vergleich zum ZNS)?  
Um diese Frage beantworten zu können, stand am Beginn der Arbeit die Aufgabe, eine 
geeignete Methode zum Screening aller präparierten nicht-neuronalen Gewebe zu ent-
wickeln. Eine systematische Kartierung ausgewählter nicht-neuronaler Gewebe der Maus, 
die Tau-Protein enthalten, hatte es zuvor noch nicht gegeben. Am Ende sollte eine Übersicht 
entstehen, die alle Tau-positiven nicht-neuronalen Gewebe auflistet, sowie eine genauere 
Betrachtung derjenigen nicht-neuronalen Gewebe oder Organe, die eine relativ hohe 
Konzentration an Tau-Protein aufweisen. In diesen Geweben sollte genauer untersucht 
werden, in welchen Zellen das Protein exprimiert wird.  
Für die vorliegende Arbeit wurden ausgewählte nicht-neuronale Gewebe untersucht. Es sind 
hier nicht alle Organe oder Gewebe untersucht worden. So fehlt z.B. das Pankreas, welches 
schwer zu präparieren ist, da es sehr klein ist. Andere, wie Knochen sind nur schwer zu ho-
mogenisieren. So umfasst die Untersuchung mittels Sandwich-ELISA lediglich folgende nicht-
neuronale Gewebe: Herz, Lunge, Magen, Darm, Leber, Milz, Niere, Ovar/Hoden, Skelett-
muskel und Haut.  
Um zu verlässlichen Aussagen zu kommen, wurde eine Methode benötigt, die es ermöglicht, 
viele Gewebeproben unter gleichen Bedingungen zu messen und die Spezifität der Messung 
mit einer Negativkontrolle zu belegen. 
Ein Sandwich-ELISA kann mittels spezifischer Antikörper Proteine detektieren und quanti-
fizieren. Diese Methode weist zahlreiche Vorteile auf. Zum einen ist es möglich, lösliche und 
nicht lösliche Moleküle zu quantifizieren. Mit einem Arbeitsschritt, d.h. in einer Mikrotiter-
Platte können viele Proben in Mehrfachbestimmung zeitgleich beurteilt werden. Dadurch 
entstehen weniger methodische Abweichungen verglichen z.B. mit dem Western Blot, da 
viele Proben unter gleichen Bedingungen zur gleichen Zeit untersucht werden.  
Zur Kontrolle der gemessenen Ergebnisse wird eine Negativkontrolle mitgeführt. In meinem 
Fall wurden Gewebe von Tau-Knock-Out-Mäusen benutzt. So ist der Rückschluss möglich, 
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dass ein Messergebnis spezifisch für das gesuchte Protein ist. Für die Bestimmung der Pro-
teinkonzentration wird eine Eichkurve mit standardisiertem, rekombinantem Tau-Protein 
aufgetragen.  
Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die Proteine für die Messung nicht denaturiert 
werden müssen. So detektiert man die nativen Proteine und verringert Kreuzreaktionen. 
Andererseits ist es auch möglich, dass man Epitope, die durch Denaturierung erst demaskiert 
werden, nicht messen kann. Ein wichtiges Argument ist auch, dass die Arbeitsschritte für ein 
ELISA begrenzt sind und so die Fehlerquellen gering gehalten werden können. Durch die 
Kombination von zwei Antikörpern gegen das gleiche Antigen in einem Sandwich-ELISA wird 
außerdem eine Kreuzreaktivität unwahrscheinlich und somit eine hohe Spezifität erreicht.  
Ein Nachteil ist, dass – im Gegensatz zum Western-Blot und der Auftrennung von Proteinen 
in der Gelelektrophorese – keine endgültige Sicherheit besteht, dass der gemessene Wert 
allein dem gesuchten Protein zuzuschreiben ist. Dies kann im Endeffekt nur der Western-Blot 
leisten, bei dem eine Bande in der Gelelektrophorese mit einem definierten Molekular-
gewicht für das sichere Vorhandensein des Proteins spricht. Da jedoch die Vorteile der ELISA 
deutlich überwiegen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Sandwich-ELISA als Screening-
Methode gewählt.  
In absteigender Reihenfolge befand sich in den folgenden, mittels Sandwich-ELISA unter-
suchten, nicht-neuronalen Geweben Tau-Protein in einer messbaren Quantität: Lunge, Herz, 
Skelettmuskel und Haut. Niedrigere Werte wurden in Magen und Niere gemessen. Kaum 
messbare Mengen an Tau-Protein bzw. kein Tau-Protein enthielten Milz, Leber, Hoden bzw. 
Ovar und Darm.  
Als Referenz wurde die Konzentration des Tau-Proteins im Gehirn herangezogen. Diese ist 
um ein Vielfaches höher als in den nicht-neuronalen Geweben. So liegt die Konzentration 
des Tau-Proteins bspw. im Herzen bei ca. 0,04% der Konzentration des Tau-Proteins im Ge-
hirn (Abbildung 4). 
In einer Arbeit aus dem Jahre 1996 (Gu et al., 1996) wurden bereits verschiedene nicht 
neuronale Gewebe der Ratte hinsichtlich des Vorkommens von Tau-Protein untersucht. Das 
Screening der Gewebe erfolgte mittels qualitativer RT-PCR, auch die Expression unter-
schiedlicher Isoformen wurde analysiert. Es wurde ein PCR-Produkt in folgenden Geweben 
detektiert: Skelettmuskel, Herz, Lunge, Niere und Hoden. Bis auf die gemessenen Werte in 
Niere und Hoden decken sich die Ergebnisse größtenteils mit denen der vorliegenden Arbeit. 
Eine Erklärung für die Unterschiede liegt v.a. in der Wahl der Screeningmethode. Es besteht 
oft kein direkter Zusammenhang zwischen hohen mRNA-Konzentrationen und hoher 
Proteinmenge.  
In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Sandwich-ELISA eine Screening-Methode auf 
Proteinebene gewählt im Gegensatz zum Screening auf mRNA-Ebene der Arbeit von Gu et al. 
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Das Vorhandensein der genetischen Information als mRNA in der Zelle lässt häufig keine 
Rückschlüsse auf die tatsächliche Translation in das entsprechende Protein zu. Eine PCR-DNA 
Bande in der Gelelektrophorese besagt nur, dass die mRNA vorhanden ist, jedoch nicht wie 
viele Kopien vorliegen.  
Die RT-PCR der Arbeit von Gu et al. weist allerdings eine höhere Sensitivität auf. Schon 
kleinste Mengen Tau-mRNA werden als Bande sichtbar gemacht. Eine solche Sensitivität ist 
mit dem Sandwich-ELISA nicht möglich. Besonders kleinere Mengen an Protein kann man 
damit nicht detektieren. Jedoch stellt sich die Frage nach der physiologischen Relevanz solch 
geringer Mengen. Insgesamt ist der Sandwich-ELISA, also die Detektion des tatsächlich 
exprimierten Tau-Proteins als Methode geeigneter, die physiologisch relevanten Konzen-
trationen von Tau-Protein im nicht-neuronalen Gewebe darzustellen. Dennoch decken sich 
wichtige Erkenntnisse aus beiden Arbeiten: hohe Konzentration von mRNA des Tau-Proteins 
bzw. des tatsächlichen Tau-Proteins in Skelettmuskel, Herz und Lunge.  
Als weiteres Ergebnis fällt auf, dass in weiblichen WT-Tieren im Durchschnitt höhere Kon-
zentrationen an Tau-Protein gemessen werden können. Die Frage nach der Ursache dieses 
Phänomens kann im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden und wäre ein Ansatz 
für weiterführende Forschung. Vor allem die Unterschiede im Hormonhaushalt der beiden 
Geschlechter stellen einen Erklärungsansatz dar (Malishkevich et al., 2015). Weitere 
mögliche Erklärungen für diesen Punkt könnten eine verbesserte Translation, vielleicht auch 
im Zusammenhang mit Sexualhormonen, oder auch ein verminderter Abbau des Tau-
Proteins sein. Auch die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf den Menschen sollte weiterhin 
untersucht werden.  
Zu bedenken ist auch, dass im Zuge der Arbeit die Anzahl der untersuchten Mäuse relativ 
gering war (Tau-WT n=10). Die Unterschiede in der Konzentration des Tau-Proteins zwischen 
Männchen und Weibchen kann man daher wohl als Tendenz bezeichnen. Für 
aussagekräftigere Ergebnisse sollten Versuche in dieser Form mit größeren Fallzahlen und 
mit Schwerpunkt auf die geschlechtsspezifischen Unterschiede durchgeführt werden.  
 
6.2 Welche Zellen der nicht-neuronalen Gewebe exprimieren und produzieren Tau-
Protein? 
Im folgenden Schritt wurden die drei Gewebe zur weiteren immunhistochemischen Unter-
suchung ausgewählt, die die höchste Konzentration an Tau-Protein aufwiesen: Herzmuskel, 
Lunge und Skelettmuskel.  
Durch die immunhistochemische Markierung werden die zu untersuchenden Proteine direkt 
markiert und in ihrer zellulären Lokalisation sichtbar gemacht. Eine genaue Zuordnung zu 
Strukturen der Organe wurde so möglich.  
 
64 
Für diesen Teil der Arbeit wurden zunächst verschiedene Methoden der Fixierung und 
Einbettung ausgetestet, um die am besten geeignete auszuwählen. Zwischen den Unter-
schieden der Aufarbeitung musste eine Balance gefunden werden aus einer akzeptablen bis 
guten Qualität der Darstellung der Morphologie der Gewebe und der Gewebedurch-
gängigkeit und Immunreaktivität der Antikörper.  
Die Immunhistochemie mit in Paraffin eingebetteten Schnitten zeigte keine verwertbaren 
Ergebnisse. Das führende Problem hierbei war die fehlende Paraffingängigkeit der Anti-
körper. Es wurden zahlreiche Antikörper an den Geweben getestet. Da keiner zu einer 
sicheren Markierung führte, fiel die Entscheidung, Gefrierschnitte zu verwenden.  
Damit verzichtete ich auf den sehr guten Gewebeerhalt der Paraffinschnitte und nahm in 
Kauf, dass einige Strukturen eventuell nicht gut darzustellen wären. Im Gegenzug waren nun 
aber überhaupt Markierungen zu verzeichnen.  
Als erfolgreiche Methode erwies sich die Markierung der Gefrierschnitte mit dem HRP-
konjugierten Antikörper gegen Tau-Protein. In den entsprechenden Tau-negativen Geweben 
kam es zu keiner Markierung von zellulären Strukturen. Damit wurde eine hintergrundarme 
Markierung erreicht. Bei der vorangegangenen Anwendung anderer Detektionstechniken 
war es gehäuft zu starken Kreuzreaktionen gekommen, bei denen auch in den 
Negativkontrollen intensive und unspezifische Anfärbungen der Gewebe zu sehen waren. 
Somit basieren die folgenden Ergebnisse auf der Markierung mittels HRP-konjugiertem 
Antikörper gegen das Tau-Protein.  
Histologisch ließen sich markierte Strukturen darstellen, die am ehesten Nervenfasern 
entsprachen. Zudem fiel eine vermehrte Markierung des Parenchyms bzw. der gewebe-
spezifischen Zellen auf, die aber nicht sicher zu speziellen Zelltypen zuzuordnen war.  
Um nachzuweisen, dass es sich bei den markierten Strukturen tatsächlich um Nervenfasern 
handelte, wurde anschließend eine Doppelmarkierung durchgeführt. Hier wurden der für 
Nervenfasern spezifische Antikörper gegen β-III-Tubulin mit dem Anti-Tau Antikörper 8F10-
HRP kombiniert. Es zeigte sich, dass die Markierungen der Antikörper im Herzmuskel und der 
Lunge kolokalisert waren. Bei den markierten Strukturen handelt es sich also tatsächlich um 
Nervenfasern.  
Bedauerlicherweise war aufgrund des mangelnden Gewebeerhalts des Skelettmuskels eine 
solche Doppelmarkierung nicht möglich. Bei dieser Methode finden noch zusätzliche 
Arbeitsschritte der Färbung statt, d.h. die Gewebeschnitte müssen noch häufiger manuell in 
die verschiedenen Lösungen umgesetzt werden. Dabei zerfaserten die zarten Skelett-
muskelschnitte zu sehr, um eine ordentliche mikroskopische Aufarbeitung möglich zu ma-
chen. Bei weiterer Arbeit sollte versucht werden, größere Muskelstücke zu präparieren, um 
beim Schneiden eine größere Fläche zu erhalten. Außerdem sollte auf die Schnittrichtung 
geachtet werden.   
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6.2.1 Histologie Herzmuskulatur 
Die Herzmuskulatur ist ähnlich wie die quergestreifte Muskulatur der Skelettmuskulatur auf-
gebaut, weist aber einige Unterschiede auf.  
Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur sind die Zellkerne der Kardiomyozyten zentral gelegen. 
Die Kardiomyozyten haben ein bis zwei Zellkerne und sind miteinander über die Disci 
intercalares (sogenannte Glanzstreifen) verknüpft. Durch diese Verbindung entsteht ein 
funktionelles Synzytium. Die Disci intercalares bestehen aus Fasciae adhaerentes, Desmo-
somen und gap junctions. Fasciae andhaerentes und – mit geringerem Anteil auch Desmo-
somen – dienen der mechanischen Kopplung der Kardiomyozyten, also der Übertragung der 
Kontraktionskraft. Die gap junctions dienen der elektrischen Kopplung, also der Weiter-
leitung der Impulse, die durch Schrittmacherzellen vermittelt werden.  
Das Herz verfügt über ein autonomes Erregungsbildungs- und Reizleitungssystem. In diesem 
System wird Erregung nicht über Nervenfasern, sonder über spezialisierte Herzmuskelzellen 
vermittelt. Diese Zellen unterscheiden sich vom Arbeitsmyokard, welches den größten Anteil 
der Herzmuskulatur ausmacht und für die Kontraktion verantwortlich ist.  
Reguliert wird diese autonome Aktivität über das vegetative Nervensystem – über sym-
pathische und parasympathische Nervenfasern. Die Organisation erfolgt über den Plexus 
cardiacus, der sich in seinem Verlauf an dem der Koronararterien orientiert. Die sym-
pathischen Fasern stammen aus Nerven des sympathischen Grenzstranges, die parasym-
pathischen sind Äste des Nervus vagus sinister und dexter.  
Das vegetative Nervensystem hat Einfluss auf die Kontraktionskraft (Inotropie), auf die 
Herzfrequenz (Chronotropie), auf die Erregungsleitung (Dromotropie) und auf die Erregbar-
keit (Bathmotropie). Änderungen dieser Aspekte haben Einfluss auf die Herzleistung. Der 
Sympathikus wirkt steigernd auf all diese Punkte, der Parasympathikus wirkt genau entge-
gengesetzt.  
Andere Nervenfasern, die das Herzmuskelgewebe durchziehen, sind viszeroafferente Ner-
ven, die Informationen von Schmerz-, Druck- und Chemorezeptoren an v.a. die Medulla 
oblongata weitergeben (Aumüller et al., 2007, S. 566 ff). Die mit dem Anti-Tau Antikörper 
markierten Nervenfasern sind mutmaßlich Bestandteil des Plexus cardiacus und somit Teile 
des vegetativen Nervensystems.  
 
6.2.2 Histologie Lunge 
Die Lunge lässt sich in einen luftleitenden (konduktiven) und in einen gasaustauschenden 
(respiratorischen) Abschnitt unterteilen. Zum konduktiven System gehören die Bronchien bis 
hin zu den Bronchioli terminales. Durch diesen Teil wird die Atemluft zum respiratorischen 
Abschnitt befördert und wieder abtransportiert.  
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Die Bronchien sind lumenwärts mit Flimmerepithel ausgekleidet. In der Innenschicht liegt 
eine Tunica muscularis, bestehend aus glatten Muskelzellen. Sie dient der Regulation der 
Bronchienweite.  
Im respiratorischen Abschnitt – bestehend aus Bronchioli respiratorii und v.a. aus den 
Alveolen, findet der Gasaustausch statt. D.h. Sauerstoff diffundiert von den Alveolen in die 
Kapillarstrombahn der Lunge und Kohlenstoffdioxid diffundiert aus den Kapillaren in die 
Alveolen. Die Alveolen sind aus einer sehr dünnen Wand aufgebaut, die zu 90% von Typ-I-
Pneumozyten ausgekleidet wird. Weiterhin gibt es Typ-II-Pneumozyten, die für die Her-
stellung des Surfactant verantwortlich sind. Surfactant setzt die Oberflächenspannung der 
Alveolen herab. Dadurch werden die Alveolen während der Atmung offen gehalten.  
Die Innervation der Lunge erfolgt ebenfalls über das vegetative Nervensystem. Efferente 
Fasern enden in den glatten Muskelzellen der Tunica muscularis der Bronchien und regu-
lieren deren Weite. So führt eine Aktivierung des Parasympathikus zu Bronchokonstriktion 
und damit zu Erhöhung des Atemwegswiderstandes. Aktivierung des Sympathikus hingegen 
führt zu Bronchodilatation und Herabsetzung des Atemwegswiderstandes. Über den N. 
vagus werden Schmerz- und Dehnungsreize vermittelt.  
In den markierten Schnitten lassen sich Nervenfasern v.a. in der Wand der Bronchien 
darstellen. Auch hier lässt sich daraus schließen, dass die markierten Nervenfasern Teil des 
vegetativen Nervensystems sind (Aumüller et al., 2007, S. 533 ff). 
 
6.2.3 Histologie Skelettmuskel 
Die Skelettmuskulatur vermittelt in erster Linie willkürliche Bewegungen. Sie gehört zur 
quergestreiften Muskulatur. Die Muskelfasern als Grundeinheit der Skelettmuskulatur bilden 
Muskelfaserbündel, mehrere Muskelfaserbündel entsprechen einem Skelettmuskel. Muskel-
fasern besitzen mehrere Kerne, die dezentral gelegen sind. Die typische Querstreifung 
kommt durch die regelmäßige Anordnung von Filamenten zustande. Aktin- und Myosin-
filamente sind so angeordnet, dass durch Ineinanderschieben der Filamente die Muskelkon-
traktion vermittelt wird. Motorische, efferente Nervenfasern enden verzweigt in mehreren 
motorischen Endplatten an den Muskelfasern. Dadurch wird willkürliche Muskelaktivität ver-
mittelt. Afferente Fasern der Skelettmuskulatur haben ihren Ursprung in Muskelspindeln 
und Sehnenapparaten und leiten Information über beispielsweise den Tonus der Muskulatur 
weiter.  
Die im Skelettmuskel markierten Nervenfasern sind also im Gegensatz zu den Markierungen 
in Herz und Lunge höchstwahrscheinlich Nerven des willkürlichen oder somatischen Nerven-




6.2.4 Diskussion Immunhistochemie 
Zusammenfassend lässt sich zu den Ergebnissen der immunhistochemischen Markierung sa-
gen, dass das in dem Gesamt-Tau-ELISA gemessene Tau-Protein in den Geweben vor allem in 
Strukturen des Nervensystems vorzukommen scheint. Und zwar sowohl in Teilen des auto-
nomen als auch in Teilen des somatischen Nervensystems.  
Sowohl in der Herzmuskulatur als auch im Lungengewebe zeigte sich eine zusätzliche stär-
kere Markierung des Hintergrundes bzw. der weiteren Gewebezellen. Es ist also anzu-
nehmen, dass Tau in geringerer Menge auch in den gewebespezifischen Zellen vorkommt. 
Eine eindeutige Zuordnung der Tau-Immunoreaktivität über die genaue Lokalisierung des 
Tau-Proteins in den Kardiomyozyten lässt sich nicht treffen.  
Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Immunhistochemie stellen sich wichtige Fragen. Zu-
nächst, ob bei einer Erkrankung mit AD möglicherweise auch Affektionen der peripheren 
Strukturen des autonomen und des somatischen Nervensystems vorliegen und wie diese 
sich äußern. Kommt es bei AD zu einer Änderung der Konzentration von Tau-Protein bspw. 
im Skelettmuskel oder der Haut? Die zweite Frage ist, ob es möglich wäre, diese Erkennt-
nisse in die Diagnostik der AD miteinzubeziehen. Kommt es beispielsweise bei AD zu einer 
signifikanten Änderung der Konzentration von Tau-Protein im Skelettmuskel oder in der 
Haut, könnte eine Muskel- oder Hautbiopsie als diagnostisches Mittel dienen.  
Analog dazu lässt sich wiederum der Morbus Parkinson heranziehen. Bei dieser neuro-
degenerativen Erkrankung dienen Ablagerungen des Proteins α-Synuclein in Neuronen als 
pathologischer Marker, genau wie Tau-Protein und Amyloidβ bei AD. In einer Arbeit von 
Doppler et al. wurden bei 16 von 31 Parkinsonpatienten α-Synuclein Ablagerungen in peri-
pheren Nervenfasern der Haut gefunden. In keiner der 35 gesunden Kontrollen ließ sich das 
Protein in den Nervenfasern der Haut nachweisen. Ebenso kam es zu einer starken Abnahme 
der sensorischen Fasern in der Haut (Doppler et al., 2014).  
Auch an den Nervenfasern des autonomen Nervensystems des Herzens lassen sich bei Mor-
bus Parkinson pathologische Ablagerungen von α-Synuclein nachweisen. Genauso wie im 
Gastro-Intestinal-Trakt und eben der Haut (Iwanaga et al., 1999, Wakabayashi et al., 1988, 
Ikemura et al., 2008). 
Weiterhin besteht bei der Erkrankung eine signifikante Abnahme der Dichte der sym-
pathischen Nervenfasern des Herzens. Dies lässt sich als diagnostisches Mittel nutzen. Der 
Rückgang der Nervenfasern kann indirekt dargestellt werden mittels 123I-MIBG-SPECT des 
Herzens und des Mediastinums (Amino et al., 2005, Orimo et al., 2007). 
MIBG steht hierbei für Meta-Iodobenzylguanidin und ist ein Analogon des Guanethidin, 
welches sich ähnlich wie Noradrenalin verhält in Bezug auf Aufnahme in den sympathischen 
Nervenendungen am Herzen. Bei der Parkinson Erkrankung kommt es zu einer signifikanten 
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Abnahme von MIBG in den postganglionären, präsynaptischen sympathischen Nerven-
endungen. Dadurch lässt sich die idiopahtische Parkinson Erkrankung von anderen aty-
pischen Parkinson-Syndromen wie bspw. der Corticobasalen Degeneration oder der 
Supranukleären Blickparese unterscheiden (Orimo, 2012). 
Existiert also eventuell bei der AD eine entsprechende oder andersartige Pathologie in den 
autonomen bzw. den somatischen Nervenfasern und wenn ja, lassen sich diese – hypo-
thetischen – Veränderungen zur Differenzierung von AD von anderen Formen der Demenz 
heranziehen? Könnten sie eventuell auch als frühes diagnostisches Mittel dienen? 
Tatsächlich wurde in einer weiteren Untersuchung der Arbeitsgruppe am PFI eine signifi-
kante Abnahme von Tau-Protein in Nervenendigungen der Haut bei AD-Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen gefunden (unveröffentlichte Daten). Die Haut wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht immunhistochemisch untersucht. Analog zu den wie-
ter oben gezeigten Ergebnissen – und auch in Kenntnis der weiteren Arbeit der Arbeits-
gruppe – ist aber davon auszugehen, dass auch in der Haut Nervenfasern – autonom und 
eventuell auch somato-sensibel – Ursprung des in der Haut mittels ELISA gemessenen Tau-
Proteins sind. So könnten also in Zukunft Haut- und auch Muskelbiopsien eine ent-
scheidende Rolle in der Diagnose der AD spielen.  
Ein großes Problem in der Diagnostik der AD liegt darin, dass nach wie vor eine eindeutige 
Diagnose nur post mortem gestellt werden kann. Es handelt sich immer noch um eine vor 
allem klinische Diagnose, die zumeist in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung gestellt 
wird. Unterstützend werden Liquor-Untersuchungen und Bildgebung hinzugenommen.  
Die Suche nach einem Biomarker oder einer diagnostischen Methode, die mit hoher 
Spezifität AD auch vor dem Ableben der Patienten sicher erkennt, beschäftigt daher viele 
Arbeitsgruppen. Wie bereits erwähnt, ist vor allem die frühe Diagnosestellung von Bedeu-
tung, da hiermit auch Ansatzpunkte für weitere Erforschung von Therapien geschaffen wer-
den können.  
Diese Suche ist gleichzeitig auch Grundstein für die fortgesetzte Suche nach Therapie-
optionen. Bisher existieren nur rein symptomatische Therapien. Eine Therapie, die den Aus-
bruch der Erkrankung verhindert oder verzögert, liegt in weiter Zukunft. Und dieser näher zu 
kommen, ist eine frühe, präklinische Diagnose der AD entscheidend.  
Auch wenn eine Haut- oder Muskelbiopsie eine invasive Diagnostik darstellt, so sind beide 
Methoden doch in der Medizin etabliert (z.B. natürlich bei der Untersuchung auf Myo-
pathien oder bei vielen Erkrankungen in der Dermatologie). Beide Methoden könnten den 
diagnostischen Kanon der AD ergänzen.  
Sowohl die invasive Diagnostik kann eine gute Möglichkeit darstellen, als auch die 
Entwicklung weiterer bildgebender Verfahren analog zur Parkinson-Erkrankung. Wegwei-
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send sind hier der Nachweis des Tau-Proteins an den autonomen Nervenfasern in Herz und 
Lunge. Sollten auch diese verändert sein bei der AD könnten wiederum SPECT oder PET Bild-
verfahren entwickelt werden, um das darzustellen.  
Natürlich ist die Voraussetzung hierfür, dass weitere Forschung betrieben wird in Hinblick 
auf Pathologien in diesen Geweben bei an AD erkrankten Patienten. Die Arbeit zu Tau-
Quantifizierung in der Haut zeigt ja bereits, dass Unterschiede bestehen im Tau-Protein 
Gehalt in der Haut gesunder vs erkrankter Probanden. Kommt es also – analog zur PD, auch 
bei der AD zu krankhaften Veränderungen außerhalb des ZNS? Bei der PD ist bspw. die 
Abnahme der autonomen Fasern am Herzen Diagnose- und Krankheitsbestimmend. Wenn 
sich das Tau-Protein analog zum α-Synuclein in Herz oder Lunge nachweisen lässt, spielt es 
dann auch klinisch eine Rolle? 
Als weiteres, wahrscheinlich als wichtigstes diagnostisches Mittel, das großes wissen-
schaftliches Interesse weckt, ist an dieser Stelle das Blut zu erwähnen. Zahlreiche For-
schungsgruppen beschäftigen sich mit der Entwicklung eines Bluttests für die Diagnose-
stellung – insbesondere die frühe Diagnosestellung – der AD. Im Vergleich zu allen oben 
genannten möglichen zukünftigen Methoden und auch im Vergleich zu den bestehenden 
diagnostischen Mitteln, ist ein Bluttest die einfachste Methode.  
Denn die existierenden bildgebenden Verfahren bleiben Zentren vorbehalten und sind 
kostspielig und aufwändig in ihrer Durchführung. Für eine Screening-Untersuchung auf frühe 
Formen der AD eignen sie sich nicht. Ähnliches würde natürlich für entsprechende Bild-
gebung am Herzen gelten.  
Bei der Liquoruntersuchung werden die Level von Gesamt-Tau und phospho-Tau in Relation 
gemessen, sowie die Level des Amyloid-Peptids Aβ-42. (s. Einleitung) Das Spektrum der 
neurodegenerativen Erkrankungen, die eine Erhöhung bzw. Erniedrigung der jeweiligen 
Parameter im Liquor aufweisen, ist allerdings sehr groß. Die Spezifität der Methode ist nur 
gering. Auch hier ist die Eignung für einen Screening-Test nur bedingt vorhanden. Die Liquor-
punktion ist zwar eine relativ risikoarme Untersuchung, aber für die Testung einer großen 
Population auf frühe Formen einer AD doch ungeeignet. Auch potentielle Muskel- oder 
Hautbiopsien sind natürlich deutlich invasiver als eine Blutentnahme.  
Am Ende der Überlegung für eine diagnostische Methode, die einfach durchzuführen, kost-
engünstig, überall verfügbar und risikoarm ist, steht also der Bluttest. Durch die Entwicklung 
eines solchen wären große Screening-Untersuchungen, die der Früherkennung aber natür-
lich auch weiteren wissenschaftlichen Erkenntnissen, die AD betreffend, möglich.  
Was wären die Anforderungen für einen idealen Bluttest? Man benötigt zunächst natürlich 
einen geeigneten Biomarker. Das Tau-Protein und seine Isoformen stellen eine Möglichkeit 
dar. Außerdem sollte der Test wie jedes diagnostische Mittel eine hohe Spezifität und Sen-
sitivität aufweisen. Die Unterscheidung zunächst gesunder von erkrankten Individuen sollte 
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genauso möglich sein wie die Unterscheidung der AD von anderen Formen der Demenz. Es 
sollte möglich sein, die Erkrankung schon in frühen, präklinischen Stadien zu erkennen. Dies 
würde die weitere Erforschung der genauen Ätiologie der Erkrankung erleichtern, was wie-
derum die Entwicklung von Therapien, die an diesem Punkt ansetzen, ermöglichen würde.  
In einer Veröffentlichung von Fiandaca et al. aus dem Jahre 2014 wird ein Bluttest 
vorgestellt, bei dem verschiedene Isoformen von Tau-Protein und βAmyloid in Blut-Exo-
somen gemessen wurden. Die Arbeitsgruppe untersuchte Blutproben von an Alzheimer er-
krankten Patienten und von gesunden Kontrollen. In der Kombination dreier Isoformen des 
Tau-Proteins in den Exosomen war eine Unterscheidung der Patienten von den gesunden 
Kontrollen möglich. Ein Unterschied im Zusammenhang mit dem Schweregrad der Er-
krankung war nicht zu sehen. Allerdings konnten bestimmte Isoformen schon in den Proben 
der noch kognitiv gesunden Patienten erhöht gemessen werden. (teils retrospektiv ange-
ordnete Studie). In der Studie konnten mit einer Sensitivität von 96% die AD-Patienten von 
den gesunden Kontrollen unterschieden werden.  
In der Diskussion dieser Veröffentlichung wird darauf hingewiesen, dass für die Weiter-
entwicklung dieses Tests die Notwendigkeit der Messung anderer in den Exosomen vorhan-
denen und bei Neurodegeneration eine wichtige Rolle spielenden Proteinen essentiell wäre. 
Diese müssten auch in Zusammenhang mit dem Stadium der Erkrankung gesehen werden 
(Fiandaca et al., 2014). 
Der Nachweis von Tau-Protein im Blut basiert auf der Theorie, dass Tau-Protein möglicher-
weise durch Exosomen aus dem ZNS in das Blut ausgeschleust wird. Dieses kann dann ge-
messen werden.  
Dafür spielt die Kenntnis über andere Quellen des Tau-Proteins im Blut eine wesentliche 
Rolle. Inwiefern beeinflusst die Menge an Tau-Protein in nicht-neuronalen Geweben die 
Kon-zentration des in den aus dem Blut gewonnenen Exosomen gemessenen Tau-Proteins 
des ZNS? Ist das im Blut gemessene Tau-Protein nur auf das ZNS zurückzuführen oder auch 
auf Tau-Protein aus nicht-neuronalen Geweben?  
Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit kann die Aussage getroffen werden, dass das nach-
weisbare Tau-Protein im Blut wahrscheinlich auf Tau-Protein des ZNS zurückzuführen ist, bis 
auf einen relativ geringen Anteil peripherer Nerven. Hier müsste man allerdings noch häma-
topoetische Zellen als mögliche Quellen analysieren.  
Das Tau-Protein in den nicht-neuronalen Geweben hat insgesamt einen geringen Anteil an 
der Gesamt-Tau-Protein-Konzentration im Blut und damit eine geringe diagnostische Wer-
tigkeit für die Entwicklung eines Bluttests.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit können also eine Grundlage sein für die Entwicklung von Blut-
tests und Baustein weiterer Untersuchungen in Hinblick auf die eventuelle pathologische 
Veränderung der Tau-Proteinkonzentration in nicht-neuronalen Geweben während der AD.  
 
6.3 Welche Tau-Isoformen werden in den nicht-neuronalen Geweben exprimiert? 
Diese Fragestellung wurde mittels RT-PCR-Methode untersucht. Die RT-PCR ist eine sehr 
sensitive Methode, bei der auch geringste Mengen einer mRNA nachgewiesen werden kön-
nen. Sie dient dem Nachweis des Vorhandenseins von Arbeitskopien der genetischen Infor-
mation.  
Ein hauptsächlicher Nachteil der Methode ist, dass man jeweils nur kleinere Fragmente des 
zu detektierenden Moleküls amplifiziert. Vollends sicher sein kann man nicht, dass es sich 
bei dem amplifizierten Molekül auch tatsächlich um die reale bzw. vollständige Fragment-
größe handelt. Um sicher zu sein, könnte man das gesamte Molekül amplifizieren und se-
quenzieren. Diese Methode ist allerdings sehr aufwändig und teuer. Wie schon an früherer 
Stelle beschrieben, besagt das Vorhandensein der Arbeitskopie der genetischen Information 
in einer Zelle nicht automatisch, dass auch das gesuchte Protein hergestellt wird. Da aber in 
der vorliegenden Arbeit das Screening des Tau-Proteins mittels ELISA durchgeführt wurde, 
diente die Methode der RT-PCR lediglich zur Analyse der Isoformen-Verteilung.  
Es fanden sich in den untersuchten nicht-neuronalen Geweben (auch hier wieder Herz, 
Lunge und Skelettmuskel) einige Unterschiede im Expressionsmuster der Isoformen des Tau-
Proteins im Vergleich zum Gehirn. Ein wichtiger Unterschied ist, dass 3R-Tau, die Isoform 
ohne Inklusion des Exon 10, nicht detektierbar ist. Im Gehirn des adulten Menschen haben 
3R-Tau und 4R-Tau (Inklusion des Exon 10) unter normalen Umständen ein Verhältnis von 
1:1.  
Ebenso ist die Tau-Isoform des PNS (Nachweis z.B. im N. ischiadicus), die das Exon 6 
inkludiert, nicht zu detektieren. Im Gegensatz dazu konnte die andere für das PNS typische 
Isoform, das „Big-Tau“, mit Inklusion des Exon 4a in den nicht-neuronalen Geweben nachge-
wiesen werden.  
Die im Ergebnis-Teil bereits erwähnte neue Spleiß-Isoform, in der ein so vorläufig bezeichne-
tes Exon 8 vorkommt, ist bereits „in silico“ für das Genom des Rindes und des Rhesus-Affen 
beschrieben (Chen et al., 1994). In vivo nachgewiesen wurde es jedoch noch nicht. Zu de-
tektieren war diese Isoform mit dem Exon 8 nur im Skelettmuskel, in Herz und Lunge hin-
gegen nicht.  
Es wäre in weiterführender Forschung interessant, wie dieses Exon 8 in der neuen Tau-Iso-
form die funktionellen Eigenschaften des Tau-Proteins verändert und ob sich diese neue Iso-
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form auch im menschlichen Genom nachweisen lässt und ob sie bestimmte Funktionen im 
Skelettmuskel erfüllt, die unter pathologischen Bedingungen verloren gehen.  
Eine weitere Frage ist, ob das Verteilungsmuster der Tau-Isoformen in den nicht-neuronalen 
Geweben auch ein Hinweis darauf ist, dass das Tau-Protein in eben diesen Geweben noch 
andere Funktionen übernimmt als im Gehirn. Besteht eine Änderung des Verteilungsmusters 
unter pathologischen Bedingungen wie der AD, die sich auch als diagnostisches Mittel 
nutzen ließe?  
 
6.4 Zusammenfassung Diskussion 
Das Tau-Protein kommt in verschiedenen Geweben vor. Vor allem in Nervenfasern, die diese 
Gewebe durchziehen. Mittels verschiedener Methoden konnte eine Übersicht der Tau-posi-
tiven Gewebe erstellt werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit können Grundlage für weiterführende Forschung sein. Hier 
steht insbesondere die Weiterentwicklung der Diagnostik der AD im Vordergrund, genauso 
wie fortgesetzte Grundlagenforschung in Bezug auf mögliche weitere Pathologien auch an 






Tabelle 10  verwendete Primer-Paare und die dazugehörigen Produkte 
 
Primer-Paar Isoformen erwartete Länge 
11F  
13R 
amplifiziert alle Isoformen, da diese 
Exone in jeder Isoform konstitutiv 
exprimiert werden 
386 bp  
4Fb 
4aR 
amplifiziert „Big-Tau“-Isoform des PNS, 
entsteht durch alt. Spleißen von Exon 4a 
462 bp  
5F 
9R 
amplifiziert Sequenzabschnitte, die in 
verschiedenen Isoformen vorkommen, 
alternatives Spleißen von Exon 6 
ohne Exon 6: 213 bp 
mit Exon 6: 411 bp 
1F 
5R 
alternatives Spleißen der Exone 2 und 3 ohne Exon 2 und 3: 201 bp 
mit Exon 2: 286 bp 
mit Exon 2 und 3: 373 bp 
1Fb 
4R 
alternatives Spleißen der Exone 2 und 3 ohne Exon 2 und 3: 135 bp 
mit Exon 2: 222 bp 
mit Exon 2 und 3: 309 bp 
5F 
11R 
alternatives Spleißen Exon 6 und 10 ohne Exon 6 und 10: 474 bp 
mit Exon 10, ohne Exon 6: 567 bp 
mit Exon 6 und 10: 765 bp 
mit Exon 6, ohne Exon 10: 672 bp 
 
Tabelle 11  Produkte der RT-PCR des Herzen 
 
Ergebnisse Herz 
Primer-Paar ca. gemessene Länge erwartete Länge 
11F 
13R 








200 Exon 6 nicht vorhanden: 213 bp 
1F 
5R 




200 bp (schwache Bande) 
300 bp 
135 bp (ohne E2 und E3) 
222 bp (mit E2) 
309 bp (mit E2 und E3) 
5F 
11R 
zwischen 550 und 600 bp 567 bp (mit E10) 
765 bp (mit E10 und E6) 
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Tabelle 12  Produkte der RT-PCR der Lunge 
 
Ergebnisse Lunge 
Primer-Paar gemessene Länge Erwartete Länge 
11F 
13R 












ca. 380 bp (schwache Bande) 
201 bp (ohne E2 und E3)  




200 bp (schwache Bande) 
300 bp 
135 bp (ohne E2 und E3) 
222 bp (mit E2) 
309 bp (mit E2 und E3) 
5F 
11R 
zwischen 550 und 600 bp  567 bp (mit E10) 
 
Tabelle 13  Produkte RT-PCR des Skelettmuskels 
 
Ergebnisse Skelettmuskel 
Primer-Paar gemessene Länge Erwartete Länge 
11F 
13R 








zwischen 480 und 500 bp  
1F 
5R 





135 bp (ohne E2 und E3) 
309 bp (mit E2 und E3) 
5F 
11R 
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Die Alzheimersche Erkrankung (AD) ist mit 60% die häufigste Form der progressiven Demenz. 
Das Risiko an AD zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter. Da unsere Gesellschaft eine 
immer größer werdende Lebenserwartung hat, nimmt auch die Bedeutung der AD stetig zu.  
Zentraler Bestandteil der Pathologie dieser neurodegenerativen Erkrankung sind zwei patho-
logische Proteinablagerungen: extrazelluläre Ablagerungen von Amyloid-β-Peptiden (Aβ) in 
unlöslichen Amyloid-Plaques und intrazelluläre neurofibrilläre Tangles, die aus hyper-
phosphoryliertem Tau-Protein bestehen. Im langsam fortschreitenden Verlauf der Erkran-
kung kommt es zu Verlust von Synapsen und Nervenfasern, gefolgt von neuronalem Zelltod. 
Es entsteht eine Hirnatrophie. Klinisches Korrelat ist die Demenz. Bei der Demenz lassen 
kognitive Leistungen nach, wodurch die Bewältigung des normalen Lebens erschwert wird. 
Man definiert sie als erworbene Intelligenzminderung (Hacke, 2010).  
Die Dissertation analysiert die Tau-Protein-Expression in nicht-neuronalen Geweben. Dies ist 
ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein und kommt in den Neuronen des ZNS und PNS vor. Dort 
stabilisiert es die Mikrotubuli und ist an ihrem Auf- und Abbau beteiligt (Weingarten et al., 
1975). Durch alternatives Spleißen eines einzigen Gen auf dem Chromosom 17q21 entstehen 
sechs Isoformen. Alternativ gespleißt werden im ZNS die Exone 2, 3 und 10. Im PNS finden 
sich weitere Isoformen. Diese hochmolekularen „Big-Tau-Isoformen“ entstehen wiederum 




Für die Diagnosestellung der AD spielt nach wie vor die klinische Symptomatik die wichtigste 
Rolle. Als Unterstützung in der Diagnostik dienen bildgebende Verfahren wie z.B. 18F-Fluor-
deoxyglukose-PET oder die Analyse von Biomarkern wie der Nachweis von Tau-Protein im 
Liquor (Morris et al. 2014).  
Ein wichtiger Gegenstand in der Erforschung der AD ist die Verbesserung einer frühen 
Diagnosesicherung. Hier steht die Entwicklung blutbasierter Tests im Vordergrund. Für einen 
solchen Test benötigt man einen geeigneten Biomarker. Das Tau-Protein stellt einen solchen 
potentiellen Biomarker dar. Durch einen Nachweis des Tau-Proteins könnte es möglich sein, 
die Erkrankung schon in frühen, präklinischen Stadien zu erkennen. Dies würde die weitere 
Erforschung der genauen Ätiologie der Erkrankung erleichtern, was wiederum die Entwick-
lung von Therapien, die an diesem Punkt ansetzen, ermöglichen würde.  
Der Nachweis von Tau-Protein im Blut basiert auf der Annahme, dass Tau-Protein möglicher-
weise durch Exosomen aus dem ZNS in das Blut ausgeschleust wird. Dieses kann dann 
gemessen werden (Fiandaca et al., 2014). 
Dafür ist die Kenntnis über andere mögliche Quellen des Tau-Proteins im Blut eine 
wesentliche Voraussetzung. Inwiefern beeinflusst die Menge an Tau-Protein in nicht-neuro-
nalen Geweben die Konzentration des in den aus dem Blut gewonnenen Exosomen gemes-
senen Tau-Proteins des ZNS? Ist das im Blut gemessene Tau-Protein nur auf den Ursprung 
ZNS zurückzuführen oder auch auf Tau-Protein aus nicht-neuronalen Geweben?  
Die Untersuchung, ob das Tau-Protein auch in anderen – nicht-neuronalen – Geweben vor-
kommt, ist das Thema dieser Dissertationsschrift. Dies kann Grundlage für die weitere Erfor-
schung von möglichen auf Tau-Protein basierenden Tests zur Diagnosesicherung der AD sein.  
Im Zuge dieser Arbeit wurden unterschiedliche nicht-neuronale Gewebe (Herz, Lunge, Leber, 
Niere, Darm, Milz, Skelettmuskel, Haut, Hoden/Ovar) auf das Vorhandensein von Tau-Pro-
tein hin untersucht. Die Arbeit erfolgte am Maus-Modell. Wildtyp-Tau-Mäuse (Tau-WT) und 
Tau-Knock-out-Mäuse (Tau-KO) wurden untersucht (Tau-WT n=10, Tau-KO n=5).  
Zunächst erfolgte eine Analyse aller hier genannten nicht-neuronalen Gewebe mittels Sand-
wich-ELISA. Diese Methode dient der Detektion und Quantifizierung von Proteinen mittels 
spezifischer Antikörper. Im Sandwich-ELISA wurde der monoklonale Tau-Antikörper 8F10 als 
Fangantikörper mit einem polyklonalen Tau-Antikörper (Dako), der mehrere Epitope auf 
dem Tau-Protein erkennt, als Detektionsantikörper gekoppelt. Es handelt sich hierbei um 
einen Gesamt-Tau-ELISA. Es zeigten sich die höchsten Konzentrationen von Tau-Protein in 
den Tau-WT Mäusen in Herz, Lunge, Skelettmuskel und Haut. Die Konzentration an Tau-
Protein bewegte sich zwischen 6,8 ng/5 mg Gesamtprotein in der Lunge und 2,0 ng/ 5 mg 
Gesamtprotein in der Haut. Noch niedrigere, aber messbare Werte konnten in Niere, Magen 
und Milz bestimmt werden. Die Konzentration von Tau-Protein im Herzen (5 ng/ 5 mg 
Gesamtprotein) entspricht ca. 0,04% der Konzentration von Tau-Protein im Gehirn.  
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Für die immunhistochemische Markierung wurden die nicht-neuronalen Gewebe mit der am 
höchsten gemessenen Konzentration von Tau-Protein untersucht (Herz, Lunge, Skelett-
muskel). Bei dieser Methode werden zelluläre Strukturen, die das Tau-Protein enthalten, 
mittels Enzym- oder Fluoreszenz-markierter Antikörper sichtbar gemacht. Die Markierung 
erfolgte mittels Primärantikörpern, die mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) direkt gekoppelt 
waren an Gefrierschnitten der jeweiligen Gewebe. Die Zugabe eines Sekundärantikörpers 
war dadurch nicht mehr notwendig. Es ließen sich spezifische Strukturen in den genannten 
Geweben markieren. In den Kontrollen (Tau-KO) kam es zu keinerlei Markierung. Für diese 
Methode wurde der monoklonale Tau-Antikörper 8F10-HRP verwendet.  
In Herzmuskel, Lunge und Skelettmuskel stellten sich durch die Markierung Strukturen dar, 
die am ehesten Nervenfasern entsprachen. Um zu überprüfen, ob es sich hierbei tatsächlich 
um Nervenfasern handelte, wurden Schnitte mit einem Antikörper gegen ein für Nerven-
fasern spezifisches Protein (β-III-Tubulin) versetzt.  
In der folgenden Fluoreszenzmarkierung von Herzmuskel und Lunge wurde eine Doppel-
markierung mittels Fluoreszenz-konjugierten sekundären Antikörpern durchgeführt, um zu 
überprüfen, ob die anti-Tau 8F10-HRP markierten Strukturen sich mit den anti-β-III-Tubulin 
(Neuronenspezifisch) markierten Strukturen deckten. So bestätigte sich die Annahme, dass 
Tau-Protein entlang von Nervenfasern in den nicht-neuronalen Geweben detektiert werden 
kann.  
Die Isoformen-Analyse von Herz, Lunge und Skelettmuskel erfolgte mittels nicht-quanti-
tativer RT-PCR. Mit verschiedenen Primerpaaren wurden die nicht-neuronalen Gewebe auf 
das Vorhandensein von konstitutiv und alternativ gespleißten Exonen der sechs niedermole-
kularen (45-65 kDa) Isoformen des Tau-Proteins des ZNS (alternatives Spleißen der Exone 2, 
3 und 10) und den zusätzlichen zwei Isoformen des PNS (hochmolekulares „BigTau“, 110-120 
kDa, alternatives Spleißen Exon 4a bzw. Exon 6) untersucht.  
Mit den Primer-Paaren lassen sich Fragmente dieser Isoformen amplifizieren. Die Analyse 
ergab ein ähnliches Isoformen-Muster wie im ZNS mit Ausnahme des 3R-Tau (keine Inklusion 
des Exon 10). Diese Isoform war in Herz, Lunge und Skelettmuskel nicht nachweisbar.  
Das hochmolekulare „Big-Tau“ mit Inklusion des Exons 4a konnte in den Geweben nach-
gewiesen werden, im Gegensatz zur ebenfalls für das PNS typischen Isoform mit zusätzlicher 
Inklusion des Exon 6. Der Nachweis dieser hochmolekularen Isoform ist bisher in peripheren 
Geweben der Ratte erfolgt (Nunez et al., 1994).  
Im Skelettmuskel der Wildtyp-Maus wurde durch das Primer-Paar E5F/E9R (alternatives 
Spleißen Exon 4a und Exon 6) ein ca. 480 bis 500 Basenpaare langes Produkt detektiert. 
Dieses Produkt lässt sich nicht durch die im Maus-Genom bekannten Exone erklären. Im 
Skelettmuskel scheint es also eine weitere Isoform zu geben, die bisher für das Maus-Genom 
oder auch für das humane Genom des Tau-Proteins nicht beschrieben wurde. Um diese 
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amplifizierte DNA-Sequenz genau zu analysieren, wurde dieses PCR-Produkt sequenziert. 
Wie die DNA-Analyse zeigt, wird in dieser Isoform ein zusätzliches Exon exprimiert. Diese 
Sequenz hat eine Analogie zum Exon 8, dessen Spleißen und Expression bisher nur in der Kuh 
und dem Rhesus-Affen beschrieben wurde (Chen et al., 1994).  
In Zusammenfassung ließ sich das Tau-Protein mittels Sandwich-ELISA in verschiedenen 
nicht-neuronalen Geweben nachweisen. Vor allem Herz, Lunge, Skelettmuskel und Haut 
waren Gewebe mit nachweisbarem Tau-Protein. Die immunhistochemische Markierung 
zeigte, dass es vor allem in Nervenfasern, die diese Gewebe durchziehen, vorkommt. In der 
Isoformenanalyse ausgewählter Gewebe konnten sowohl niedrig-molekulare Tau-Isoformen 
(ZNS-Isoformen) als auch hoch-molekulare Tau-Isoformen (PNS-Isoformen) nachgewiesen 
werden. Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Dissertation war, dass in den untersuchten 
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